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RESUMO

DUARTE, MACARIA FERREIRA. Universidade de Brasilia, marco de 2019.
Diversidade espaco-temporal de espécies de Begomovirus em regides produtoras de
tomateiro no Bioma Mata Atlantica. Orientadora: Prof? Dr?. Rita de Céssia Pereira-

Carvalho

Espécies virais classificadas na familia Geminiviridae possuem genoma monopartido ou
bipartido composto por DNA circular de fita simples. Estas espécies apresentam uma
ampla gama de hospedeiras, podendo infectar plantas monocotiledéneas e dicotileddneas.
Begomovirus representa 0 género com o maior nimero de espécies dentre 0s nove
classificados na familia Geminiviridae. A ocorréncia de um complexo de espécies de
Begomovirus infectando o tomateiro tem resultado em perdas econdmicas significativas
em diversas regides produtoras no Brasil. Até o presente momento, 18 espécies de
begomovirus foram descritas infectando tomateiro no pais. Levantamentos ao nivel
nacional tém apontado a espécie Tomato severe rugose virus - TOSRV como sendo a
predominante infectando tomateiro no pais. Tomato commom mosaic virus - TOCmMYV é
uma espécie viral de ocorréncia endémica, sendo, até recentemente, 0 begomovirus
predominante em regides produtoras de tomate dentro do bioma Mata Atlantica
(englobando areas de producdo dos Estados do Espirito Santo—ES, Mesorregido da Zona
da Mata de Minas Gerais—-MG e Rio de Janeiro—RJ). No presente trabalho foram
caracterizados isolados coletados em plantas de tomateiro sintomaticas nestas trés regides
entre 0s anos de 2006 e 2018. Os resultados demonstraram que 0 TOCmMYV era a espécie
predominante até o ano de 2015. No entanto, a partir do ano de 2016 0 ToSRV passou a
predominar tanto no ES quanto no RJ. No entanto, na Zona da Mata de Minas Gerais,
ToCmMV ainda permanece como o begomovirus predominante. Registros de “superacdo
da resisténcia” por begomovirus em hibridos contendo o gene/locus Ty-1 foram
reportados nas trés regides e a caracterizacao desses isolados também foi objeto de estudo
no presente trabalho, assim como os fatores associados com estes eventos. Além disso,
também foi realizado estudo de filogeografia para um melhor entendimento da disperséo
de ToCmMV e ToSRV. Os resultados indicaram que o gene de resisténcia Ty-1
influenciou o padrdo de diversidade de ToCmMV e ToSRV em algumas regides. Os

estudos de filogeografia indicaram que o ancestral comum mais proximo da espécie
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ToCmMV teve como sua provavel origem a cidade de Coimbra—MG, enquanto que o
ancestral comum mais proximo da espécie ToSRV teve como sua provavel origem a
cidade de Uberlandia—MG. Foi possivel reconstruir um fluxograma de disseminacéo para
0 ToCmMYV no decorrer dos anos de 1982 a 2015 e para 0 ToOSRV no decorrer dos anos
de 1986 a 2018.

PALAVRAS-CHAVE: Geminiviridae, Begomovirus, Tomato severe rugose Virus,

Tomato commom mosaic virus.
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ABSTRACT

DUARTE, MACARIA FERREIRA. University of Brasilia, March 2019. Spatio-
temporal diversity of Begomovirus species in tomato-producing regions within the

Atlantic Rain Forest Biome. Advisor: Prof® Dr. Rita de Cassia Pereira-Carvalho

Viral species classified in the Geminiviridae family have single-stranded or bipartite
single-stranded circular DNA. These species present a wide host range being able to infect
both monocotyledonous and dicotyledonous plants. Begomovirus represents the largest
genus in relation to the number of species among the nine genera classified in the
Geminiviridae family. The occurrence of a Begomovirus species complex infecting the
tomatoes has resulted in significant economic losses in several producing regions in
Brazil. To date, 18 begomovirus species have been described infecting tomato across the
country. Surveys at the national level indicated that Tomato severe rugose virus (TOSRV)
is so far the predominant begomovirus infecting tomatoes in the country. Tomato
commom mosaic virus — ToCmMYV (a species of endemic occurrence) was, until recently,
identified as predominant begomovirus in tomato-producing regions within the Atlantic
Rain Forest biome (encompassing production areas of the States of Espirito Santo-ES,
Minas Gerais—MG and Rio de Janeiro—RJ). In the present work, studies were carried out
aiming to characterize isolates collected in symptomatic tomato plants in these three
States between the years 2006 and 2018. The results showed that the ToOCmMV was the
predominant begomovirus species until the year 2015. However, after this year, ToOSRV
has been becoming the predominant begomovirus species in both ES and RJ. ToCmMV
still predominates in the “Zona da Mata” meso-region of Minas Gerais State. Reports of
“resistance breakdown” are occurring in tomato hybrids containing the Ty-1 gene across
all the three regions and the partial characterization of these isolates was also carried out
in the present work aiming to understand the potential factors associated with these
events. In addition, phylogeography studies were carried out to better understand the
dispersion of ToSRV and ToCmMV. The results indicated that the Ty-1 resistance gene
had influence on the pattern of TOSRV and ToCmMYV diversity in some Brazilian regions.
The phylogeography studies indicated that the closest common ancestor of the ToCmMV
species had as its probable origin the city of Coimbra-MG, while the closest common

ancestor of the ToSRV species had its probable origin as the city of Uberlandia-MG. It
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was also possible to evaluate the dissemination flowchart for TOCmMYV during the years
1982 to 2015 and for ToSRV during 1986 to 2018.

KEYWORDS: Geminiviridae, Begomovirus, Tomato severe rugose virus, Tomato
commom mosaic Virus.
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1. INTRODUCAO

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.) € umas das hortalicas mais consumidas no
Brasil, sendo a regido Sudeste a maior produtora com 1.961.047 toneladas (IBGE, 2018).
Dentre os varios patdgenos que afetam a cultura, destacam-se os virus, em especial as
especies classificadas no género Begomovirus (familia Geminiviridae). As espécies virais
classificadas em Begomovirus que tém causado grandes perdas na producéo do tomateiro
apresentam DNA fita simples (single strand DNA - ssDNA), circulares, com um
(monopartidas) ou dois (bipartidas) componentes genémicos. Estas espécies sao
transmitidas entre plantas dicotiledoneas por espécies de mosca-branca do complexo
Bemisia tabaci (BROWN et al., 2015).

No Brasil, os begomovirus tém sido relatados em tomateiro desde a década de 1960
(COSTA, 1976). Atualmente, 17 espécies de Begomovirus que infectam o tomateiro sdo
reconhecidas pelo International Committee on Taxonomy of Viruses (Comité
Internacional de Taxonomia de Virus — ICTV): Tomato bright yellow mosaic virus —
ToBYMYV, Tomato bright yellow mottle virus — ToBYMoV, Tomato chlorotic mottle
virus — ToCMoV, Tomato common mosaic virus — ToCmMV, Tomato golden leaf
distortion virus — ToGLDV, Tomato golden leaf spot virus — ToGLSV, Tomato golden
mosaic virus — TGMV, Tomato golden vein virus — TGVV, Tomato interveinal chlorosis
virus — TolCV, Tomato leaf distortion virus — ToLDV, Tomato mild mosaic virus —
ToMMV, Tomato mottle leaf curl virus — ToMoLCV, Tomato rugose mosaic virus —
ToRMV, Tomato severe rugose virus — ToSRV, Tomato yellow spot virus — ToYSV,
Tomato yellow vein streak virus — ToYVSV (BROWN et al., 2015), Tomato rugose
yellow leaf curl virus — TRYLCV (FONSECA et al. 2016, sequéncia depositada no
GenBank — NCBI mas ainda sem dados publicados) e Tomato leaf curl purple vein virus
—ToLCPVV (MACEDO et al., 2018).

Estratégias de manejo de begomovirus envolvendo o controle do inseto vetor ndo tém
se mostrado efetivas em condic¢des de campo (BOITEUX et al., 2012), demandando o
emprego de taticas alternativas. O uso de variedades resistentes a esses virus tem se
mostrado como a estratégia mais eficiente e com maior sustentabilidade. Genes de
resisténcia ja foram descritos e introgredidos em cultivares comerciais. Dentre estes,
destaca-se 0 Ty-1 (ZAMIR et al., 1994). Esse gene de resisténcia apresentou eficiéncia

que foi inicialmente confirmada contra isolados de Tomato yellow leaf curl virus —



TYLCV (ZAMIR et al., 1994). No Brasil, o Ty-1 tem sido reportado como sendo capaz
de também conferir resisténcia contra diferentes espécies de begomovirus (BOITEUX et
al., 2007; BOITEUX et al., 2012; TOBAR, 2013).

ToSRV é a espécie de begomovirus predominante, especialmente no Centro-Sul do
pais (FERNANDES et al., 2008). O ToCmMV, por sua vez, € um virus de distribuicdo
endémica que tem sido relatado exclusivamente nas regides produtoras localizadas no
bioma Mata Atlantica, englobando os estados do Espirito Santo, Rio de Janeiro e a por¢do
oriental de Minas Gerais (BARBOSA et al., 2016; ROCHA et al., 2013).

O panorama varietal no cultivo do tomateiro tem sido recentemente modificado com
0 uso mais intenso de hibridos resistentes aos begomovirus, especialmente aqueles
contendo o gene/locus Ty-1 (BOITEUX et al., 2012). O impacto na diversidade viral
resultante da adocdo de cultivares resistentes ndo foi ainda adequadamente avaliado nas
regides produtoras do Espirito Santo, Rio de Janeiro e Minas Gerais. Estudos sobre
diversidade de begomovirus em cultivares que apresentam (ou néo) fatores de resisténcia
bem como levantamentos sobre a distribuicdo geogréafica e prevaléncia de espécies sao
de grande valia. As informacdes geradas nesses estudos sdo de grande importancia
servindo de suporte para programas de melhoramento genético de plantas, elucidando
aspectos relativos a dinamica de populacGes, processos evolutivos e surgimento de novas
espécies virais. Alem disso, esses dados podem ser essenciais para producdo de novas
variedades contendo combinacBes de genes de resisténcia capazes de conferir maior
estabilidade, durabilidade e eficiéncia contra essa ampla e variada gama de espécies de

begomovirus.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 A cultura do tomateiro

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.) pertence a familia Solanaceae e tem como
centro de origem a América do Sul, mais precisamente a regido do Andes, que abrange
uma vasta area, incluindo Norte do Chile, Peru e Equador. As ilhas equatorianas de
Galédpagos sdo também o centro de origem de algumas espécies silvestres de tomate
(DARWIN; KNAPP; PERALTA, 2003; PERALTA; KNAPP; SPOONER, 2005). Em
meados do século X VI, o tomate foi descoberto pelos espanhdis e introduzido na Europa
e, no Brasil, foi reintroduzido no final do século XIX por imigrantes europeus
(ALVARENGA, 1976; JENKINS, 1948).

O Brasil ocupa, atualmente, a décima posicdo no ranking mundial de producdo de
tomate (FAO, 2017). A area plantada com tomate no pais em 2017 foi de 64.715 hectares
(ha), com a producdo total de 4.373.047 toneladas (IBGE, 2018). Em 2017 o Sudeste
destacou-se como a maior regido produtora de tomate com 1.961.047 toneladas, seguida
pelas regides Centro-Oeste (com 1.297.059 toneladas) e Sul com 574.371 toneladas,
conforme ilustrado na Figura 1 (IBGE, 2018). No Sudeste, os estados de Minas Gerais
(MG), Rio de Janeiro (RJ) e Espirito Santo (ES) sdo importantes produtores de tomate,
sendo MG o 3° maior produtor de tomate do pais (676.420 toneladas), 0 RJ o 7° (180.980
toneladas) e 0 ES o 8° (164.847 toneladas) (IBGE, 2018).

Brasil - Producao de Tomate em 2017

2.500.000
1.961.047
2.000.000
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Figura 1: Dados de producéo (toneladas) de tomate nas cinco regies do Brasil no ano de 2017. Fonte: IBGE
(2018).



O tomateiro é uma das culturas de maior importancia econémica no Brasil, sendo uma
das hortalicas mais cultivadas em vérias regides do pais, durante quase todo o ano, o que
torna a cultura suscetivel ao ataque de diversos patdgenos e pragas. Entre os patdgenos
que afetam a cultura do tomateiro, um grande destaque € dado as espécies virais,
principalmente pelas perdas ocasionadas na cultura e pelas dificuldades inerentes ao
controle (COLARICCIO, 2004).

2.2 Principais viroses afetando o cultivo do tomateiro no Brasil

Espécies classificadas nos géneros Crinivirus, Potyvirus, Tobamovirus, Tospovirus e
Begomovirus podem causar perdas significativas na producdo de tomate. A seguir sera
feito um breve relato das principais espécies vorais descritas infectando tomate no Brasil.

A espécie Tomato chlorosis virus — ToCV (género Crinivirus, familia
Closteroviridae) foi relatada inicialmente em Séo Paulo no ano de 2008 (BARBOSA et
al., 2008), e em 2011, NOGUEIRA et al. (2011) detectaram o virus no Distrito Federal.
Ainda no mesmo ano, BARBOSA et al. (2011a) relataram ToCV nos estados da Bahia,
Minas Gerais, Espirito Santo, Goias e Rio de Janeiro. Esta espécie é transmitida por
espécies de aleirodideos. Dentre eles destaca-se 0 mesmo vetor das espécies de
Begomovirus, Bemisia tabaci (VARGAS-ASENCIO et al., 2013).

A espécie Potato virus Y — PVY (género Potyvirus, familia Potyviridae) foi
responsavel por grandes perdas na producdo de tomate, porém a partir da introducdo de
variedades resistentes (LOURENCAO et al., 2005), o PVY deixou de ter importancia e
deu espaco para uma nova espécie, o Pepper yellow mosaic virus — PepYMV (género
Potyvirus, familia Potyviridae), identificada em tomate em 2004 (AVILA et al., 2004).
Espécies do género Potyvirus sdo transmitidos por diferentes espécies de afideos, com

destaque para a espécie Myzus persicae (AGEITEC, 2018).

As espécies Tomato mosaic virus — ToMV e Tobbaco mosaic virus — TMV (género
Tobamovirus familia Virgaviridae) ndo possuem vetor conhecido, mas apresentam
eficiéncia na transmissdo mecanica e podem ser transmitidos também por sementes de
tomate (LANFERMEIJER; WARMINK; HILLE, 2005; MOREIRA et al., 2003).

As espécies Tomato spotted wilt virus — TSWV, Tomato chlorotic spot virus — TCSV,



Groundnut ringspot virus — GRSV e Chrysanthemum stem necrosis virus — CSNV
pertencentes ao género Tospovirus (familia Peribunyaviridae) sdo os quatro
representantes do género infectando tomate no Brasil (BEZERRA et al., 1999) e sdo
transmitidas por trips (ordem Thysanoptera) (AVILA et al., 2004; FONTES, 2017).

O género Begomovirus esta classificado na familia Geminiviridae e possui 22
espeécies que ja foram descritas infectando tomateiro no pais. Maiores informacdes sobre

a familia e os géneros classificados em Geminiviridae serdo apresentadas a seguir.

2.3 Familia Geminiviridae

Atualmente 441 espécies virais ja foram reconhecidas na familia Geminiviridade, de
acordo com o ICTV. Esta familia de virus de plantas é considerada uma das mais
importantes principalmente em paises de clima tropical e subtropical, causando
problemas em vérias culturas economicamente importantes, tais como, tomate, pimentao
(Capsicum annuum) (LIMA et al., 2001), batata (S. tuberosum), soja (Glycine max)
(INOUE-NAGATA,; LIMA; GILBERTSON, 2016), mandioca (Manihot esculenta),
feijdo (Phaseolus vulgaris), ab6boras (Cucurbita spp.), algodao (Gossypium hirsutum),
quiabo (Abelmoschus esculentus), pimentas (Capsicum spp.) e batata-doce (Ipomoea
batatas) (SOUZA et al., 2018).

A familia Geminiviridade é composta por virus de particulas geminadas com = 18 nm
de diametro e 30 nm de comprimento, o que caracteriza e da nome a familia. O genoma
é de DNA fita simples (ssSDNA, single strand DNA), circular, com = 2,5-3,0 kb, podendo
ser monopartido ou bipartido, sendo que as espécies de genoma bipartido possuem
componentes de DNA-A e DNA-B. Estes dois componentes apresentam ~ 2.600 nt ndo
havendo homologia de sequéncia entre eles, exceto por uma regido comum de =~ 200
nucleotideos (nt), onde encontra-se motivos relacionados a replicacdo viral
(ARGUELLO-ASTORGA; RUIZ-MEDRANO, 2001; BROWN et al., 2015; ROJAS et
al., 2005).

Os membros da familia Geminiviridae possuem genoma pequeno e como estratégia
de replicacdo utilizam a transcricdo bidirecional e sobreposicdo dos genes para codificar
proteinas (ROJAS et al., 2005). Os virus dessa familia codificam até oito genes, que sdo

nomeados de acordo com o sentido viral, que € bidirecional; sendo assim, usa-se V para
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o sentido viral e C para sentido complementar. No caso de espécies com genoma
bipartido, os genes se localizam no componente A ou B do genoma. Dentre os genes
codificados, apenas aqueles relacionados a replicagdo viral e a capa proteica sao
conservados em toda a familia (VARSANI et al., 2014). Atualmente a familia
Geminiviridae € composta por nove géneros: Becurtovirus, Begomovirus, Capulavirus,
Curtovirus, Eragrovirus, Grablovirus, Mastrevirus, Topocuvirus e Turncurtovirus
(Tabela 1). Os critérios para separacdo dos géneros na familia incluem gama de
hospedeiros, inseto vetor, organizacdo genémica e a identidade de pares de sequéncias de
todo o genoma (BROWN et al., 2015; VARSANI et al., 2017). Até 0 momento, duas
espécies ndo atribuidas a nenhum género também foram classificadas na familia: Citrus
chlorotic dwarf associated virus — CCDaV e Mulberry mosaic dwarf associated virus —
MMDaV (VARSANI et al., 2017; ZELL et al., 2017). O CCDaV é o agente causador de
grandes perdas em plantacGes de plantas citricas na Turquia e China e é transmitido pela
mosca-branca Parabemisia myricae (LOCONSOLE etal., 2012; VARSANI et al., 2017).
O MMDaV, cujo vetor ainda é desconhecido, foi relatado infectando amoreira. Analises
comparativas das proteinas CP (capa proteina) e da RepA/Rep (proteina relacionada a
replicacdo) demonstram que essa espécie tem relacdo mais proxima ao CCDaV, porém
ndo foram encontrados dados referentes as proteinas V3 e V5, o que faz com que seja
necessario que 0 MMDaV seja classificado em um novo género na familia (MA et al.,
2015). Além disto, um provavel género novo infectando tomate na Argentina foi relatado
recentemente: Tomato apical leaf curl virus — TOALCV. Comparacbes de sequéncias
nucleotidicas indicaram alta divergéncia entre TOALCV e os demais membros da familia
Geminiviridae (identidade nucleotidica de 65% do genoma completo) (MEDINA et al.,
2018). Caracteristicas referentes a organizacdo gendmica (Figura 2), vetores, hospedeiras

e numero de espécies dos nove géneros da familia serdo brevemente descritas a seguir.



Tabela 1: Géneros que compdem a familia Geminiviridae de acordo com o Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV, 2018).

Género N° de Espécie-tipo Tipo de Hospedeira Vetor
Espécies genoma
Becurtovirus 2 Beet curly top Iran virus Monopartido Dicotileddneas Cigarrinha
Begomovirus 388 Bean golden yellow mosaic virus Monopartido & Dicotileddneas Mosca-branca
Bipartido
Capulavirus 4 Euphorbia caput-medusae latent virus Monopartido Monocotiledéneas & Alfalfa leaf curl virus:
Dicotileddneas Alphis craccivora
Demais espécies:
Desconhecido
Curtovirus 3 Beet curly top virus Monopartido Dicotileddneas Cigarrinha
Eragrovirus 1 Eragrostis curvula streak virus Monopartido Monocotileddneas Desconhecido
Grablovirus 1 Grapevine red blotch virus Monopartido Dicotileddneas Membracideo
Mastrevirus 37 Maize streak virus Monopartido Monocotileddnea & Cigarrinha
Dicotileddneas
Topocuvirus 1 Tomato pseudo-curly top virus Monopartido Dicotileddneas Membracideo
Turncurtovirus 2 Turnip curly top virus Monopartido Dicotileddneas

Cigarrinha




As duas espécies classificadas no género Becurtovirus: Beet curly top Iran virus —
BCTIV (espécie-tipo do género e transmitida pela cigarrinha Circulifer haematoceps) e
Spinach curly top Arizona virus — SCTAV apresentam genoma monopartido e infectam
dicotileddneas (HEYDARNEJAD et al., 2013; ZERBINI et al., 2017). Essas espécies
classificadas no género Becurtovirus se diferenciam dos demais membros da familia por
apresentarem sequéncia incomum de nucleotideos (quarta e oitava posi¢do) em sua
origem de replicagdo, enquanto a sequéncia comum encontrada na maioria dos
geminivirus ¢ “TAATATTAC”, nos Becurtovirus encontramos “TAAGATTCC”
(VARSANI etal., 2014; YAZDI; HEYDARNEJAD; MASSUMI, 2008). Os Becurtovirus
possuem cinco Open Reading Frames (OFRs) em seu genoma, sendo trés no sentido viral:
V1 (que codifica para a proteina capsidial), V2 e V3 (que codificam para proteinas
relacionadas ao movimento) e duas no sentido complementar: C1 (codificando para Rep
A) e C1:C2 (codificando para Rep). Essas espécies apresentam duas regides intergénicas
(long intergenic region — LIR e short intergenic region - SIR), separando as ORFs do
sentido viral e complementar (HEYDARNEJAD et al, 2013; YAZDI;
HEYDARNEJAD; MASSUMI, 2008), conforme pode ser observado pela Figura 2.

O género Capulavirus, aceito recentemente pelo ICTV, apresenta quatro espécies com
genoma monopartido: Alfalfa leaf curl virus — ALCV, Euphorbia caput-medusae latente
virus — EcmLV, French bean severe leaf curl virus — FoSLCV e Plantago lanceolata
latente virus — PILV. Alfalfa leaf curl virus sdo transmitidos pelo pulgdo Aphis
craccivora, enquanto a transmissdo/vetores de isolados das demais espécies ainda sao
desconhecidos (ROUMAGNAC et al., 2015; VARSANI et al., 2017). Conforme pode ser
observado na Figura 2, os capulavirus se diferenciam dos demais membros da familia
devido a sua complexa organizacdo genémica, incluindo varias sobreposicdes e splicing
(BERNARDO et al., 2013, 2016; VARSANI et al., 2017).
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No género Curtovirus encontram-se classificadas trés espécies: Beet curly top virus —
BCTV (espécie-tipo), Horseradish curly top virus — HCTV e Spinach severe curly top
virus - SpSCTV. Todas estas espécies infectam dicotiledéneas, sdo transmitidas por
cigarrinhas (Circulifer tennellus) (SOTO; GILBERTSON, 2003) e possuem genoma
monopartido com 2,8-3,0 kb, com sete ORFs, sendo trés no sentido viral: V1 (que codifica
a proteina capsidial), V2 (que codifica uma proteina reguladora) e a V3 (que codifica
proteina de movimento) e quatro no sentido complementar: C1 (que codifica proteinas
associadas a replicacdo viral), C2 (que codifica proteinas supressoras de silenciamento),
C3 (que codifica uma proteina potencializadora da replicacao viral) e C4 (que codifica
proteina determinante de sintomas), como ilustrado na Figura 2 (HANLEY-BOWDOIN
etal., 2013; VARSANI et al., 2014).

O género Eragrovirus ¢ monotipico e a espécie monopartida Eragrostis curvula
streak virus — ECSV foi descrita na Africa infectando uma espécie de capim conhecida
como Eragrostis curvula. Assim como no genéro Becurtovirus, a origem de replicacédo
dos eragrovirus tem uma sequéncia diferente (quarta e oitava posicao) daquela encontrada
na maioria dos geminivirus: “TAAGATTCC” (VARSANI et al., 2014). A organizacdo

gendmica desta espécie encontra-se ilustrada na Figura 2.

O género Grablovirus, assim como o género Capulavirus, foi aceito recentemente
pelo ICTV (ZERBINI et al., 2017) Ambos apresentam a sequéncia nonanucleotidica
“TAATATTAC” tipica de geminivirus (KRENZ et al., 2014; SUDARSHANA; PERRY;
FUCHS, 2015) e infectam plantas dicotiled6neas. Grablovirus permanece monotipico e
a espécie Grapevine red blotch virus — GRBYV, transmitida por Spissistilus festinus
(BAHDER et al., 2016), possuemgenoma de 3.2 Kb com seis ORFs, sendo trés no sentido
viral (V1, V2 e V3) e trés no complementar (C1, C2 e C3). A organizacdo gendmica de
GRBYV ¢ similar a organizacdo gendmica de Capulavirus para as ORFs C1, C1:2, Vle
C3 (proteinas RepA, Rep, proteina capsidial, e C3 ainda com funcéo desconhecida,
respectivamente) conforme pode ser observado na Figura 2 (KRENZ et al., 2014,
SUDARSHANA; PERRY; FUCHS, 2015).

No género Mastrevirus, ja foram descritas 37 espécies, sendo 30 infectando
monocotiledOneas e sete dicotiledoneas: Chickpea chlorosis Australia virus — CpCAV,
Chickpea chlorosis virus — CpCV, Chickpea chlorotic dwarf virus — CpCDV, Chickpea
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redleaf virus — CpRLV, Chickpea yellow dwarf virus — CpYDV, Chickpea yellows virus
— CpYV e Tobacco yellow dwarf virus — TbYDV (HADFIELD et al., 2012;
KRABERGER et al., 2013; OUATTARA et al., 2017). Estas espécies sdo transmitidas
por Cicadulina mbila e a maioria delas foram relatadas em paises do Velho Mundo
(AMMAR et al., 2009; SHEPHERD et al., 2010), porém, recentemente, foram relatadas
espécies do género infectando batata doce no Peru, Uruguai e no Brasil em milho
(FONTENELE et al., 2018) e em batata-doce (SOUZA et al., 2018).

O género monotipico Topocuvirus é representado pela espécie Tomato pseudo-curly
top virus (TPCTV). Esta espécie é transmitida pelo membracideo (Micrutalis malleifera)
para plantas dicotileddneas (BRIDDON et al., 1996). O genoma, de aproximadamente
2.8 Kb, apresenta organizacdo similar aos begomovirus, entretanto a proteina capsidial
(V1) é mais relacionada aos curtovirus que aos begomovirus (BRIDDON et al., 1996).

O género Turncurtovirus é composto por duas espécies, de genoma monopartido,
relatadas: Turnip leaf roll virus — TuLCV e Turnip curly top virus — TCTV que € a
espécie-tipo, transmitida por cigarrinhas (Circulifer haematoceps) (BRIDDON et al.,
2010b; RAZAVINEJAD et al., 2013). A espécie TCTV possui a mesma sequéncia de
nucleotideos comumente encontrada na familia Geminiviridae, “TAATATTAC”. Este
representantes do género ja foram relatados infectando diversas culturas, tais como, nabo
(Brassica rapa), rabanete (Raphanus raphanistrum), alface (Lactuca sativa), beterraba
(Beta vulgaris) e berinjela (S. melongena) (KAMALLI et al., 2016; VARSANI et al.,
2014).

O género Begomovirus comp8e um dos maiores e mais importantes grupos de virus
de planta do mundo, com 388 especies relatadas até 0 momento dentre as 441 espécies
pertencentes a familia Geminiviridae (ICTV, 2017). Caracteristicas referentes a este

género serdo abordadas no proximo tépico.

2.4 O género Begomovirus

O primeiro relato de Begomovirus em tomateiro no Brasil foi feito por Flores et al.
(1960), entretanto até 1990 a ocorréncia de espécies do género no pais era esporadica e
sem importancia econdmica (LOURENCAO; NAGAI, 1994). Espécies classificadas em

begomovirus sdo transmitidos pelo vetor aleirodideo Bemisia tabaci em uma relacdo do
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tipo circulativa ndo propagativa. A transmissdo de begomovirus € ainda mais eficiente e
rapida com a espécie “Middle East-Asia Minor 1” (MEAM 1), anteriormente conhecida
como biotipo B, que chegou ao Brasil no inicio da década de 1990 e ja causou as primeiras
epidemias a partir de 1993 nas regido central pais (GOTZ et al., 2012; RIBEIRO et al,
1998). Bemisia tabaci consiste em um complexo com 11 grupos genéticos que ndo podem
ser distinguidas por meio de caracteristicas morfoldgicas e atualmente as espécies séo
identificadas por meio de andlises moleculares, mais especificamente com base em
sequéncias do gene mitocondrial Citocromo Oxidase 1 (mtCOI) (DE BARRO et al.,
2011). A partir do estudo destas sequéncias tem sido aceito que o complexo B. tabaci
contém cerca de 36 espécies, que tem pelo menos 3,5% de divergéncia nucleotidica do
gene mtCOlI e dentro deste complexo, o bidtipo B pertence a espécie criptica MEAM 1
(BARBOSA et al., 2014; DINSDALE et al., 2010).

2.4.1 Genoma dos Begomovirus

Espécies classificadas no género Begomovirus podem apresentar um componente
de DNA (espécies monopartidas) ou dois componentes de DNA (espécies bipartidas com
DNA-A e DNA-B encapsidados separadamente). Com base em estudos filogenéticos as
espécies do género Begomovirus tem sido separadas em dois grupos: os begomovirus do
“Velho Mundo” (Europa, Asia e Africa) e os begomovirus do “Novo Mundo” (Américas)
(BRIDDON et al., 2010a). Os begomovirus do Velho Mundo sdo em sua maioria
monopartidos e frequentemente sdo acompanhados de DNA satélites, enquanto 0s
begomovirus do Novo Mundo apresentam maior frequéncia de genomas bipartidos.
Considera-se necessaria a presenca de ambos 0s componentes dos begomovirus
bipartidos para que ocorra infeccdo, porém alguns estudos demonstram que Tomato
chlorotic mottle virus — TOCMoV é capaz causar infecgéo sistémica na auséncia do DNA-
B (FONTENELLE et al., 2007; GALVAO et al.,, 2003; HAMILTON, BISARO,
COUTTS, BUCK, 1983). No Peru e Equador, uma nova especie de begomovirus, Tomato
leaf deformation virus — ToLDeV, foi identificada como uma espécie monopartida, ndo
apresentando o componente DNA-B ou DNA satélite. Analises filogenéticas mostraram que
este virus se trata de uma espécie nativa do Novo Mundo, e ndo possui relacdo proxima com
espécies de Begomovirus de Velho Mundo, demonstrando a flexibilidade evolutiva e
capacidade adaptativa dentro do género (MELGAREJO et al., 2013).
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As particulas virais sdo formadas por dois icosaedros incompletos tipicos da
familia Geminiviridae (GUTIERREZ et al., 2004). O género Begomovirus é composto
por moléculas de DNA fita simples, circular com tamanho de 2,7 a 2,9 kb em genomas
monopartidos e 2.5-2,7 kb em genomas bipartidos. Os genomas dos begomovirus nao
apresentam homologia em suas sequéncias nucleotidicas exceto por um fragmento
encontrado na regido intergénica (IR) denominado regido comum (RC) de
aproximadamente 200 nucleotideos, onde se encontra a origem de replicacdo (ori) dos
geminivirus: TATA “box”, contendo a sequéncia nucleotidica ‘TAATATTAC’ que é 0
sitio de clivagem da proteina REP, responsavel pela replicacdo viral (BRIDDON et al.,
2010a; HEYRAUD et al., 1993). A RC possui alta identidade (acima de 90%) entre os
membros que compdem uma mesma espécie porém € divergente entre membros de
espéecies diferentes (FAUQUET et al., 2008; HARRISON, 1985). Os critérios de
demarcacao utilizados para identificacdo de novas espécies de Begomovirus sao com base
na identidade das sequéncias alinhadas. Espécie com identidade menor que 91% quando
em comparac¢ao com todas as demais sequéncias de begomovirus ja classificadas pode ser
considerada como nova espécie. Caso a sequéncia tenha menos que 94% de identidade

nucleotidica ela pode ser considerada como uma nova estirpe (BROWN et al., 2015),

A transcri¢do gendmica em begomovirus € bidirecional e o genes sdo sobrepostos
para uma maior eficiéncia na codificacdo de proteinas (ROJAS et al., 2018). O
componente DNA-A dos begomovirus bipartidos € homologo ao dos monopartidos e
contém entre cinco e seis ORFs que codificam proteinas fundamentais para a replicacéo,
transcricdo e encapsidacédo viral conforme pode ser observado na Figura 3. No sentido
viral encontram-se as ORFs AV1 (CP) e AV2 (precoat) (nas espécies do Velho Mundo)
e no sentido complementar as ORFs AC1 (Rep), AC2 (Trap), AC3 (REn), AC4 e ACS.
O componente DNA-B contém duas ORFs. No sentido viral encontram-se a ORF BV1
(NSP) e no sentido complementar a ORF BC1 (MP) (HANLEY-BOWDOIN et al., 1999).

A ORF AV1/V1 codifica a proteina capsidial (CP), uma proteina multifuncional
e estrutural, que atua na protecdo do material genético e na transmissdo pelo vetor
(AZZAM et al., 1994; BRIDDON et al., 1990; FRISCHMUTH; STANLEY, 1998;
HARRISON; SWANSON; FARGETTE, 2002) .

A ORF AV2/V2 e encontrada somente em begomovirus do Velho Mundo e

codifica uma proteina denominada “Pre-coat protein” que associa-se a0 movimento
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sistémico mais eficiente do virus na planta (PADIDAM; BEACHY; FAUQUET, 1996).
Além disso, a V2 pode atuar como uma determinante de viruléncia, resposta hipersensivel
e supressdo do silenciamento génico pds-transcricional em Tomato leaf curl Java virus-
A —ToLCJV-A (SHARMA; IKEGAMI, 2010).
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Figura 3: Organizacdo gendmica dos begomovirus. LIR: regido intergénica longa, SIR: regido intergénicaa
curta, CR: regido comum, nsp (BV1): proteina de movimento nuclear, cp (V1/AV1): proteina capsidial, mp
(V2/BC2): proteina de movimento, rep (C1): proteina associada a replicacdo, ren (C3/AC3): proteina
potencializadora de replicacdo, trap (C2/AC2): proteina de transcrigdo/supressor de silenciamento génico
(modificada de VARSANI et al., 2017).

A ORF ACL1/C1 codifica a proteina Rep, que é a unica proteina essencial para a
replicacdo viral. Os membros da familia Geminiviridae ndo carregam uma enzima
polimerase em seus capsideos, dependendo inteiramente das enzimas polimerases da
planta hospedeira para a replicacdo de seu DNA (KOONIN; I1YINA, 1992), sendo assim
ela é capaz de induzir a producdo de enzimas e outras proteinas que serao necessarias para
0 processo de sintese de DNA viral na hospedeira (GUTIERREZ, 2002; NAGAR et al.,
1995). A Rep tem como funcéo se ligar ao sitio de iniciacdo da replicagédo, que consiste
em uma sequéncia 5’-TAATATTAC-3’ localizada na regido comum, e clivar o DNA
viral dando inicio ao processo de replicacdo (FONTES; LUCKOW; HANLEY-
BOWDOIN, 1992; LAUFS et al., 1995). Além disso, a Rep também é capaz de se
autorregular, reprimindo sua propria sintese a nivel de transcricdo (SUNTER; HARTITZ;
BISARO, 1993). A Rep também pode interferir no ciclo de metilagdo da planta,
responsavel pelo silenciamento génico transcricional, prevenindo que ele ocorra
(RODRIGUEZ-NEGRETE et al., 2013).
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A ORF AC2/C2 codifica a proteina TrAP, uma proteina ativadora de transcricao,
responsavel por ativar a expressdo das proteinas CP e NSP (GRONING; HAYES; BUCK,
1994; SUNTER; BISARO, 1991). Essa proteina também é importante na supressao de
mecanismos de silenciamento génico da hospedeira, um mecanismo conservado
evolutivamente para regulacdo da expresséo génica da propria planta e também protecédo
contra patégenos, como virus (KUMAR et al., 2015; TRINKS et al., 2005).

A ORF AC3/C3 codifica a proteina REn que tem como funcdo potencializar a
replicacdo viral. Esta proteina ndo € essencial para a replicacdo, como € o caso da Rep,
mas sua presenca aumenta consideravelmente o acumulo tanto de ssDNA quanto de
dsDNA (double strand) virais. Além disso, mutages na AC3 podem causar uma
diminuicdo de sintomas virais na hospedeira (SUNTER et al., 1990). A REn é bem
conservada entre os begomovirus. Possui localiza¢do nuclear e capacidade de interagir
com a Rep, 0 que sugere que a REn possa auxiliar a recrutar a maquinaria de replicacdo
da hospedeira para a replicacdo viral, e na auséncia da REN a eficiéncia da replicagéo
diminui (CASTILLO et al., 2003). Ela é encontrada na maioria das espécies da familia
Geminiviridae que infectam dicotiledéneas (SETTLAGE; SEE; HANLEY-BOWDOIN,
2005).

A ORF AC4/C4 encontra-se completamente inserida na ORF AC1, porém ¢é
codificada em uma fase de leitura diferente e é altamente varidvel entre os begomovirus
(VANITHARANI et al., 2004). Nos begomovirus monopartidos, a C4 esta envolvida na
determinacéo da severidade de sintomas, além de atuar no movimento viral (JUPIN et al.,
1994). Em begomovirus bipartidos ela também atua no movimento viral, porém néo é
necessaria para que ocorra infeccdo (FONTENELLE et al., 2007). Além disso, a AC4
também pode suprimir o sistema de defesa da planta logo no inicio da infec¢do, o que
ocasiona o rapido surgimento de sintomas (VANITHARANI et al., 2004).

A ORF AC5/C5 é encontrada em algumas espécies de begomovirus mono e
bipartidos. Ela é localizada a jusante da ORF AC3/C3 e esta sobreposta a uma parte da
ORF AV1/V1. Estudos mais recentes realizados com Mungbean yellow mosaic India
virus (MYMIV) demonstram que a AC5 atua na patogenicidade viral, assim como na
supressao de silenciamento de RNA, empregando novos mecanismos capazes de suprimir
as defesas da planta (LI et al., 2015).
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A ORF BV1 codifica a proteina NSP, uma proteina de transporte nuclear em
begomovirus bipartidos, que atua no transporte do DNA viral do nucleo para o citoplasma
da célula (NOUEIRY; LUCAS; GILBERTSON, 1994). Em begomovirus monopartidos
esse transporte intracelular é feito pela proteina CP, o que faz com que se acredite que
essas duas proteinas possam ter uma origem evolucionaria de um DNA comum, tendo em
vista que podem compartilhar da mesma funcéo (KIKUNO et al., 1984; UNSELD et al.,
2001).

A ORF BC1 é responsavel por codificar a proteina MP, proteina de movimento
em begomovirus bipartido. Nos begomovirus monopartidos a ORF V2 é responsavel por
codificar a proteina de movimento. Embora compartilhem a mesma funcéo, essas duas
proteinas ndo possuem identidade de sequéncias nucleotidicas (ETESSAMI et al., 1988).
A MP atua no movimento célula-a-célula e junto com a NSP e o DNA formam um
complexo viral que transporta 0 DNA atraves do plasmodesma para as células proximas
(HEHNLE; WEGE; JESKE, 2004; NOUEIRY; LUCAS; GILBERTSON, 1994).

2.4.2 Replicagéo das espécies de Begomovirus

A replicacdo das espécies do género Begomovirus, assim como dos demais
membros da familia Geminiviridae, ocorre no ndcleo da célula hospedeira, através do
mecanismo circulo rolante (RCR - rolling circle replication) e depende da maquinaria da
célula hospedeira ] (HANLEY-BOWDOIN et al., 1999; NAGAR et al., 1995). O virus
consegue penetrar na célula através do inseto vetor, e apés a decapsidacéo, o genoma viral
é transportado para o nucleo da célula com o auxilio da maquinaria da célula hospedeira
(GAFNI; EPEL, 2002; LAZAROWITZ; SHEPHERD, 1992).

Ap0s a chegada ao nacleo o sSDNA viral € replicado em trés estagios e a proteina
Rep é a responsavel por catalisar o inicio e o termino da replicacdo (BISARO, 1996), mas
ndo atua como uma DNA-polimerase, ja que espécies da familia Geminiviridae ndo
possuem sua propria polimerase e essa fase inicial da replicacdo é realizada pela
polimerase da célula hospedeira (PILARTZ; JESKE, 2003). O N-terminal da Rep
compreende quatro sequéncias conservadas chamadas de motivos I, Il, 11l e GRS. O
motivo | (FLTY) e fundamental para que ocorra ligacéo especifica do dsDNA. O motivo
Il (HLH) é um sitio de ligagdo de ion metalicos que estd envolvido na conformacéo da
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proteina Rep e na clivagem do DNA. O motivo Il (YxxxKG/E) € o sitio catalizador da
clivagem do DNA. O motivo GRS (Geminivirus Rep Sequence), que encontra-se
localizado entre os motivos Il e 111, é necessario para o inicio da replicacéo circulo rolante
e no desenvolvimento da infeccdo (NASH et al., 2011). O primeiro estagio da replicacédo
viral € onde ocorre a conversao do ssDNA em um uma forma replicativa (RF) de dsDNA.
Essa RF é uma forma intermedidria que sera utilizada como molde para a producéo de
novas fitas de sSDNA pelo mecanismo circulo rolante e também servird como molde para
a transcrigdo das proteinas virais (GUTIERREZ, 1999; STANLEY, 1995).

No segundo estdgio da replicacdo o dsDNA ¢é utilizado como molde para
amplificar novas moléculas de ssDNA pelo mecanismo circulo rolante. Esta etapa é
iniciada pela proteina Rep, que tem como fungio cortar (|) o nonanucleotideo conservado
5’-TAATATT|AC-3’ presente na regido comum (CR) (ROJAS et al., 2018). Varios
fatores da célula hospedeira sdo necessarios para este processo e 0s componentes DNA-
A e DNA-B, apesar de possuirem sequéncias diferentes, sdo replicados utilizando os
mesmos mecanismos, pois partilham de uma regido comum (CR) de aproximadamente
200 nucleotideos com sequéncias repetitivas chamadas de iterons. Os iterons possuem
alta especificidade com a Rep, auxiliando-a no inicio da replicacdo e controle da
expressio dos genes de sentido complementar ao genoma viral (ARGUELLO-
ASTORGA,; RUIZ-MEDRANO, 2001; HANLEY-BOWDOIN et al., 1999; PRADHAN
etal., 2017).

No terceiro estagio ocorre o acimulo de dsDNA. Para cada molécula de dsDNA
varios ssDNA serdo sintetizados e logo a célula estard repleta de genomas virais.
Simultaneamente ao processo de replicagdo ocorre a transcricdo das proteinas virais e
acredita-se que o acumulo da proteina capsidial (CP) seja um sinalizador para a
interrupcdo do processo de replicagcdo (MALIK et al., 2005). Os ssDNA sdo entdo
encapsidados pela CP formando os virions, que poderdo ser transmitidos para outras
plantas com o auxilio do aleirodideo vetor B. tabaci (mosca-branca), ou poderdo ainda
serem transportados para as células vizinhas via plasmodesmas com o auxilio da MP
(PRADHAN et al., 2017).
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2.4.3 Variabilidade genética e evolucédo dos begomovirus

Os begomovirus apresentam um alto indice de variabilidade genética, que
permitem as suas populacfes adaptar-se a ambientes em constantes modificagfes (LIMA
etal., 2017). Os virus de DNA de fita simples como as espécies da familia Geminiviridae
sdo capazes de evoluir tdo rapidamente quanto os virus de RNA (DUFFY;
SHACKELTON; HOLMES, 2008). Em espécies de Begomovirus as taxas de
substituicdes inferidas sdo semelhantes as inferidas em virus de RNA (DUFFY;
HOLMES, 2009). A variabilidade genética nos begomovirus ocorre por meio de trés

mecanismos: mutacdo, recombinacédo e pseudo-recombinacdo (ROJAS et al., 2018).

A mutacdo € uma das principais fontes de variabilidade genética e ela é
determinada por forgcas como o ciclo de replicacdo, o tempo de geracgdo e a selecéo natural.
No caso do virus de ssDNA acredita-se que suas altas taxas de mutac6es sao devido a um
reparo ineficiente, ou até mesmo inexistente, das polimerases da célula hospedeira, que
podem néo replicar ou reparar 0 genoma viral com a mesma precisdo com que o fazem
com o genoma celular (SHACKELTON; HOLMES, 2006).

A recombinacdo tem papel importante em virus de plantas e animais, nela
segmentos genéticos podem ser trocados entre cadeias de DNA ou RNA de variantes
genéticos virais diferentes durante o processo de replicagdo, resultando em uma progénie
diferente dos virus de parentais (GARCIA-ARENAL; FRAILE; MALPICA, 2001). Na
familia Geminiviridae, eventos de recombinacao também podem propiciar a variabilidade
genética de modo que venham a surgir novas espécies e até novos géneros. O género
Becurtovirus é um exemplo onde acredita-se que houve uma recombinacao entre espécies
virais do género Curtovirus e Mastrevirus que deram origem a espécies desse novo
género, uma vez que as ORFs V1, V2 e V3 sdo analogas as de espécies do género
Curtovirus, enquanto as ORFs C1 e C2 sdo analogas as de espécies do género Mastrevirus
(VARSANI et al., 2014; YAZDI;, HEYDARNEJAD; MASSUMI, 2008). A
recombinacdo é o principal mecanismo de geracdo de variabilidade genética nos
begomovirus e alguns fatores como a alta incidéncia de infec¢fes mistas, altos niveis de
replicacdo viral e o vetor B. tabaci, principalmente o bi6tipo B que permitiu um amplo
aumento da gama de hospedeiros, colaboram para que ocorram mais eventos de
recombinacdo (PADIDAM; SAWYER; FAUQUET, 1999).

A pseudo-recombinacgéo ocorre quando ha uma troca dos componentes DNA-A e
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DNA-B de virus diferentes. Essa troca so € possivel se a interacdo da Rep com a regiao
em torno da origem de replicagdo for altamente especifica (BULL et al., 2007,
STANLEY; TOWNSEND; CURSON, 1985). A ocorréncia de pseudo-recombinacfes em
tomateiros no Brasil é de fundamental importancia para a evolucdo e surgimento de
espécies novas e mais adaptadas (ANDRADE et al., 2006).

2.5 Espécies de Begomovirus que infectam tomateiro no Brasil

Begomoviroses representam umas das principais causas de perdas em producdes
de tomate no Brasil. Mais de 170 espécies de begomovirus infectando tomateiro foram
relatadas em todo o mundo (BROWN et al., 2015; INOUE-NAGATA; LIMA &
GILBERTSON, 2016), dentre elas 22 foram relatadas no Brasil, sendo 18 em tomate e
quatro, inicialmente, relatadas em plantas daninhas e que sdo capazes de infectar o
tomateiro (BARRETO et al., 2013; BEMISIA TABACI, [s.d.]; BERNARDO et al., 2016;
CALEGARIO etal., 2004; COTRIM et al., 2007). Dentre as espécies relatadas em tomate
no Brasil podemos citar: Tomato bright yellow mosaic virus — ToBYMV, Tomato bright
yellow mottle virus — ToBYMoV, Tomato chlorotic mottle virus — ToCMoV, Tomato
common mosaic virus — ToCmMYV, Tomato golden leaf distortion virus — ToGLDV,
Tomato golden leaf spot virus — ToGLSV, Tomato golden mosaic virus — TGMV, Tomato
golden vein virus — ToGVV, Tomato interveinal chlorosis virus — TolCV, Tomato leaf
distortion virus — ToLDV, Tomato mild mosaic virus — ToOMMYV, Tomato mottle leaf curl
virus — ToMoLCV, Tomato rugose mosaic virus — TORMV, Tomato severe rugose virus
— ToSRV, Tomato yellow spot virus — ToYSV, Tomato yellow vein streak virus —
ToYVSV (BROWN et al., 2015), Tomato rugose yellow leaf curl virus — TRYLCV
(FONSECA et al. 2016, sequéncia depositada no GenBank — NCBI mas ainda sem dados
publicados) e Tomato leaf curl purple vein virus — ToLCPVV (MACEDO et al., 2018).
Dentre todas as espécies, TOSRV ¢ a que tem sido predominante reportada infectando
tomateiro no Brasil. A espécie TGVV tem sido mais frequentemente reportada no Brasil
Central e a espécie TMoLCV predomina na regido Nordeste (FERNANDES et al., 2008).
O ToCmMYV, por sua vez, € um virus de distribuicdo endémica que tem sido relatado
exclusivamente nas regides produtoras localizadas no bioma Mata Atlantica, englobando
os estados do Espirito Santo, Rio de Janeiro e a por¢édo oriental (Zona da Mata) de Minas
Gerais (BARBOSA et al., 2016; ROCHA et al., 2013).
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2.5.1 Tomato common mosaic virus — ToCmMV

Tomato common mosaic virus — ToCmMYV foi descrito pela primeira vez
infectando tomateiro em 2007 na cidade de Coimbra (localizada na Mesorregido da Zona
da Mata) no Estado de Minas Gerais (CASTILLO-URQUIZA et al., 2008). Esta espécie
e Begomovirus foi Unica detectada infectando tomate no municipio de Coimbra—MG. Em
levantamentos posteriores 0 ToCmMV foi também uma das espécies de Begomovirus
predominantes na cidade de Paty do Alferes, Rio de Janeiro (ROCHA et al., 2013). Em
levantamentos conduzidos no Estado do Espirito Santo (na regido de Venda Nova do
Imigrante), o ToCmMYV foi identificado como a Unica espécie de Begomovirus infectando
tomate entres os anos de 2007 e 2011 (BARBOSA et al., 2016), e se tornando a espécie
predominante infectando planta¢cfes de tomate do Espirito Santo, Rio de Janeiro e Minas
Gerais (TOLQOY et al., 2018).

2.5.2 Tomato severe rugose virus — TOSRV

Tomato severe rugose virus — ToSRV foi relatado pela primeira vez em 2001 por
Rezende et al. (dados ndo publicados), e atualmente, esta espécie é considerada
predominante em todo o pais (FERNANDES et al., 2008). A predominancia desta espécie
pode estar relacionada a diversos fatores, dentre eles a uma maior eficiéncia de
transmissdo por mosca-branca e eficiéncia de inoculagdo. Além disso, a espécie também
é capaz de infectar outras plantas, tais como: soja (MACEDO et al., 2017), berinjela
(MOURA et al., 2018) e pimenta (BEZERRA-AGASIE et al., 2006).

Dentre as diversas estratégias de manejo implementadas até 0 momento o uso de
plantas resistentes é a que tem se mostrado mais eficiente e rentavel para minimizar as
perdas causadas pelos begomovirus. Dentre os genes de resisténcia descritos até o
momento o Ty-1 tem se mostrado efetivo contra diversas especies de begomovirus no
Brasil (BOITEUX et al., 2007) e este topico serd abordado a seguir.

2.6 O gene de resisténcia as espécies de Begomovirus Ty-1

Estratégias como manejo de cultura e controle do vetor ndo tém sido efetivas no

combate a begomoviroses. A migracao de populacdes de moscas-brancas entre lavouras
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e o fato de que algumas populag6es tém adquirido resisténcia a inseticidas vem agravando
0 quadro de dificuldade de controle de begomoviroses (HARRISON, 1985; HOROWITZ;
DENHOLM; MORIN, 2007).

O método de controle de begomoviroses em tomateiro que tem apresentado
melhor resultado é o uso de cultivares com resisténcia genética (LOURENCAO et al.,
2004; NIZIO et al., 2008; ROCHA et al., 2012). Diversos estudos feitos no decorrer dos
anos puderam identificar genes de resisténcia a begomovirus em espécies cultivadas e
selvagens e um namero considerdvel de genes de resisténcia foram caracterizados e
mapeados, tais como: Ty-1 (ZAMIR et al., 1994), Ty-2 (HANSON et al., 2000), Ty-3 (JI
et al., 2007), Ty-4 (JI et al., 2009), tcm-1 (GIORDANO et al., 2005) e ty-5 (HUTTON;
SCOTT; SCHUSTER, 2012).

Atualmente o mercado brasileiro ja dispde de variedades de tomate portadoras de
genes de resisténcia, em especial o gene/locus Ty-1. O fator de resisténcia Ty-1 foi
introgredido na espécie cultivada a partir de acessos da espécie selvagem Solanum
chilense e confere resisténcia ao begomovirus monopartido Tomato yellow leaf curl virus
(TYLCV) (MICHELSON; ZAMIR; CZOSNEK, 1994). No Brasil o Ty-1 tem conferido
tolerdncia a diversas espécies de begomovirus bipartidos (BOITEUX et al., 2007,
MICHELSON; ZAMIR; CZOSNEK, 1994; TOBAR, 2013).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais:

O objetivo deste trabalho é catalogar a diversidade espago-temporal bem como a
distribuicdo e dinAmica de espécies de Begomovirus relatadas infectando tomateiro nos
na ultima década nos Estados do Espirito Santo, Rio de Janeiro e na Mesorregido da Zona
da Mata do Estado de Minas Gerais.

3.2 Objetivos Especificos:

e Avaliar a dindmica populacional das espécies Tomato common mosaic virus
(ToCmMV) e Tomato severe rugose virus (ToOSRV) nos Estados do Espirito
Santo, Rio de Janeiro e na Mesorregido da Zona da Mata do Estado de Minas
Gerais.

e Avaliar o fato aparente de que isolados da espécie Tomato common mosaic virus
(ToCmMV) vém sendo gradualmente substituidos por isolados do Tomato severe
rugose virus (ToSRV) no Espirito Santo e Rio de Janeiro.

e Avaliar o efeito do uso do fator de resisténcia de resisténcia Ty-1 na distribuicao,
evolucdo e diversidade viral em condi¢Ges de campo.

e Realizar anlises de filogeografia para reconstruir a dindmica espago/temporal de
isolados das espécies Tomato common mosaic virus (ToCmMV) e Tomato severe
rugose virus (ToOSRV).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencéo dos isolados

Os isolados utilizados neste trabalho pertencem a Colecdo de begomovirus de
tomateiro do Laboratorio de Melhoramento Vegetal da Embrapa Hortalicas (Brasilia —
DF). Os isolados desta colecdo sédo provenientes de amostras foliares de tomate que
apresentavam sintomas de infecgdo, provavelmente induzidos por isolados de
espeéciesclassificadas em Begomovirus (Figura 4), e que foram coletadas em regides
produtoras em todas as cinco regides do pais entre os anos de 2001 até 2018. Para este
estudo 277 isolados foram selecionados, sendo 167 isolados procedentes do Espirito
Santos, 76 procedentes do Rio de Janeiro e 34 procedentes de Minas Gerais (Anexo 1).

Figura 4. Plantas de tomate com sintomas caracteristicos de infeccdo por begomovirus. A: mosaico e
deformacéo foliar. B: rugosidade, desvio de cor e epinastia. C e D: amarelecimento internerval. Fonte:
Leonardo Boiteux e Leonardo Giordano.

4.2 Deteccdo e pré-caracterizacao dos isolados positivos para begomovirus

As 277 amostras foliares selecionadas foram submetidas a extracdo de DNA total
usando metodologia com tampdo CTAB 2X e solventes organicos (BOITEUX et al.,
1999). As amostras de DNA total que apresentaram baixa concentracdo na quantificacao
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feita com Nanodrop (Thermo Fisher Scientific, Inc., Wilmington, DE, USA) foram
submetidas a amplificacdo por circulo rolante (RCA — Rolling Circle Amplification)
(INOUE-NAGATA et al., 2004), para aumento da concentracdo do DNA viral. Para a
reag¢do de RCA foram utilizados 1,0 uLL de DNA total, 2,0 uL. de tampao da enzima Phi-
29 DNA polimerase (10 X), 2,0 puL de BSA (10 X), 2,0 uL de dNTPs (2,5 mM), 2,0 uL
de primer randdmico (50 mM), 0,2 uL. da enzima Phi-29 DNA polimerase (5U/uL) e 10,8
pL de agua Milli-Q para um total de 20 pL. A reagdo foi entdo incubada em termociclador
a temperatura de 20°C por 24 horas. Em seguida a enzima foi inativada a 65°C por 10

minutos.

As amostras de DNA total e/ou RCA dos isolados foram entdo submetidas a ensaios
de PCR com o primers “universais” ‘PALIv1978’ (5> GCA-TCT-GCA-GGC-CCA-
CAT-YGT-CTT-YCC-NGT 3°) e ‘PAR1c496’ (5° CAT-GCT-GCA-GTA-CAT-YGG-
CCT-YTT-DAC-CC 3’) para deteccdo de begomovirus (ROJAS et al., 1993). Para o
preparo do mix da reagéo utilizou-se 2,0 uL de tampao da enzima Taq DNA polimerase
(10 X), 2,0 uL de dNTPs (2,5 mM), 1,2 uL. de MgCl, (50 mM), 0,5 uL de cada primer
(PAL1v1978/PAR1c496) (10 uM), 0,32 uL da enzima Tag DNA polimerase (5U/uL),
10,48 pL de agua Milli-Q e 3,0 pL de DNA total (20 ng/uL) para um total de 20 pL. O
DNA foi amplificado usando as seguintes condi¢des: 94°C por 3 minutos, seguida de 35
ciclos, sendo cada um deles composto por: 94°C por 30 segundos para desnaturacdo, 50°C
por 1 minuto para anelamento e 72°C por 1 minuto para extenséo, e uma etapa de extensédo
final a 72°C por 7 minutos. Os produtos da reacdo foram submetidos a eletroforese em

gel de agarose 1,5%, corado com brometo de etideo e visualizados.

4.3 Verificacdo da presenca do gene de resisténcia Ty-1

As mesmas 277 amostras de DNA total (englobando DNA gendmico das hospedeiras
+ DNA viral) obtidas de plantas de tomateiro coletadas nos estados do Espirito Santo,
Rio de Janeiro e Minas Gerais foram também submetidas a ensaios de PCR — CAPS
(Cleaved Amplified Polymorphic Sequences). Amplicons foram obtidos empregandos os
primers ‘UWTylF’ (57 ATA-AGC-ATT-TCA-TGT-CAG-ATG-TCT-A 3°) e
‘UWTyIR’ (5> CTA-GAT-CCT-GGA-TGA-CTT-CAA-TAG-C 3’) de acordo com
FERRO (2013). A reacdo foi realizada com um mix composto por 1,25 puL de tampéo da
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enzima Taq polimerase (10 X), 1,25 pL de dNTPs (2,5 mM), 0,75 uL de MgCl (50 mM),
0,5 pL de cada primer (UWTylF/UWTyIR) (10 uM), 0,2 pL da enzima Tagq DNA
polimerase (5 U/uL), 5,05 uL de agua Milli-Q e 3,0 uL de DNA (20 ng/uL), perfazendo
um volume final de 12,5 puL. As amostras foram entao submetidas a PCR com as seguintes
condigdes: 94°C por 3 minutos, seguido de 35 ciclos, sendo cada um composto por 94°C
por 30 segundos para desnaturacdo, 53°C por 1 minuto para anelamento e 72°C por 1
minuto para extensdo, e uma etapa de extensdo final a 72°C por 10 minutos. O produto
da PCR foi entdo submetido a clivagem com a enzima de restricdo Tag-1 para
identificacdo dos alelos contrastantes (resistente vs. suscetivel). Para o mix de clivagem
foram utilizados 1,75 pL de tampao (10 X), 0,12 uL de BSA, 0,12 pL da enzima de
restricdo Tag-1 (5U/uL), 3,01 uL de agua Milli-Q ¢ os 12,5 uL do produto da PCR,
totalizando 17,5 pL de produto final que foi incubado a 60°C por 24 horas. Os produtos
da reacdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5%, corado com brometo

de etideo e visualizados sob luz UV.

4.4 Amplificacdo do componente DNA-A via PCR utilizando primers universais

compreendendo o genoma A inteiro.

Dentre os isolados que obtiveram resultados positivos usando 0s primers
‘PAL1v1978/PAR1c496’ foi selecionado um representante de diferentes a¢Ges de coleta
(selecionados isolados com més, ano e local de coleta distintos). Esses isolados foram
submetidos a PCR com mais quatro pares de primers, capazes de gerar fragmentos do
componente DNA-A gue se sobrepdem parcialmente, permitindo a geracao/obtencédo da
informacdo completa deste componente viral (Figura 5). Foram utilizados os seguintes
primers ‘BegomoAForl’ (5° ATH-CCM-DCH-ATC-KTB-CTI-TGC-AAT-CC 3°) e
‘BegomoARev1’ (5’ TGY-GAR-GGI-CCI-TGY-AAR-GTY-CAR-TC 3’) (HA et al.,
2006); ‘13AF’ (5> TAA-TAT-TAC-CGG-ATG-GCC-GC 3’) e ‘13AR’ (5’ CTT-RAA-
MAC-CTG-DCC-RAA-RTC-C 3°); ‘14AF (5° CAT-TCT-CYG-CYT-GAK-GYR-
CAG-TGA-TGA-R 3%) e ‘14AR’ (5 GCW-CCR-GAR-CSH-TGG-GYY-CCT-MCG-TT
3’); “4AF’ (5 CAG-TGA-TGA-GTT-CCC-CTG-TGC-GTG-AA 3*) e ‘12AF’ (5> ATT-
TCC-ATC-CGA-ACA-TTC-AGG-GAG-C 3’). Estes primers foram desenhados e
validados por FONSECA et al. (dados ndo publicados). Para o preparo do mix da reacéo

de cada um dos pares de primers, foi utilizado 2,0 uL de tampédo da enzima Taq DNA
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polimerase (10 X), 2,0 uL de dNTPs (2,5 mM), 1,2 uL de MgCl; (50 mM), 0,5 uL de
cada primer (Primer Forward/Primer Reverse) (10 uM), 0,32 uL da enzima Taqg DNA
polimerase (5U/uL), 10,48 uL de agua Milli-Q e 3,0 uL de DNA total (20 ng/uL), com
um volume total de 20 pL por reacdo. A reacdo foi amplificada em termociclador
configurado da seguinte forma: uma etapa de 94°C por 3 minutos, seguida de 35 ciclos, a
94°C por 30 segundos para desnaturacdo, 50°C por 1 minuto para anelamento e 72°C por
1 minuto para extensdo, e uma etapa de extensao final a 72°C por 7 minutos. Os produtos
da reacdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5%, corado com brometo

de etideo e visualizacdo sob luz ultravioleta.

100

0op

~ 13AF/13AR— S
AC1 {(Rep)__H

o —AV1 (CP
PAL1v1978/PAR1c496 AAF/12AR Jxa1s196 R
R Al ——14AF/14AR 2,591 bp
i
% I~

Figura 5: Diagrama do componente DNA-A de um begomovirus de genoma bipartido. As barras em cor
laranja no interior do genoma representam as regides amplificadas por quatro pares de iniciadores
universais: PALv1978/PARc496 (Rojas et al. 1993); BegoAForl/BegoARevl (Ha et al., 2006) e mais trés
novos pares de iniciadores (4AF/12AR, 13AF/13AR e 14AF/14AR) desenvolvidos e validados por M.E.N.
Fonseca et al. (dados ndo publicados).

4.5 Sequenciamento e andlise das sequéncias
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O sequenciamento das amostras com resultado positivo para 0s cinco pares de primers
(PAL1v1978/PAR1c496, Begomo AF/Begomo AR, 13 AF/13AR, 14 AF/14AR e 4
AF/12 AF) foi realizado no Laboratorio de Anéalise Gendmica da Embrapa Hortalicas,
com sequenciador ABI PRISM 3100 utilizando o protocolo BigDye® Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit version 3.1 (Applied Biosystems).

As sequéncias de cada um dos pares de primers (PAL1v1978/PAR1c496, Begomo
AF/Begomo AR, 13 AF/13AR, 14 AF/14AR e 4 AF/12 AF) obtidas no sequenciamento
foram analisadas utilizando o programa Geneious 11.0.5 (https://www.geneious.com/).
Primeiramente foi feito uma montagem De Novo (De Novo Assembly) das sequéncias dos
amplicons obtidos com a utilizacdo dos cinco pares de primers universais, visando obter
os componentes DNA-As completos para cada um dos isolados. Apds a montagem dos
contigs e analise de qualidade, as sequéncias obtidas foram analisadas por meio da
ferramenta BLASTn (ALTSCHUL et al., 1997). Essa ferramenta foi empregada na
comparagdo das sequencias obtidas com as sequéncias depositadas no banco publico de
dados GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), visando identificar as espécies virais. As
sequéncias montadas foram alinhadas com os genomas de referéncia de maior
porcentagem de identidade obtidos no BLASTN, e a partir destes foi realizada a anotacao

dos genomas montados.

4.6 Desenho de oligonucleotideos especificos para obtencdo do componente DNA-A
completo

Para alguns isolados ndo foi possivel obter a sequéncia completa do componente
DNA-A a partir da informagdo obtida com o conjunto de cinco primers universais
(Tabela 2). Desta forma, com o objetivo de obter o0 genoma completo do componente
DNA-A, foram desenhados novos primers especificos a partir do alinhamento das
sequéncias obtidas com os primers universais e seus respectivas genomas de referéncia.
Com o auxilio do programa Geneious, foi realizado um alinhamento multiplo de todas as
sequéncias que foram montadas (Tabela 4) e sequéncias de referéncia para cada uma das
espécies sequenciadas depositadas no banco de dados GenBank. O alinhamento foi feito

utilizando o algoritmo MAFFT, adotando os parametros padrdes.
A partir do alinhamento multiplo foram analisadas regiGes do genoma conservadas e
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divergentes entre um conjuto de diferentes espécies virais. Para a escolha das sequéncias
dos primers foram observados pardmetros como nimero de nucleotideos (acima de 18
bases), relacdo GC/AT (GC% entre 40-60%), auséncia de bases repetidas que possam
formar estruturas secundarias (hairpin e dimeros), temperatura de melting (Tm) e

presenca de G e C na extremidade 3°.

Foram desenhados primers especificos por espécies capazes de amplificar todo o
componente DNA-A e primers cobrindo diversos fragmentos de cada uma das espécies
de interesse (ToOCmMYV e ToSRV), de modo que todo o genoma pudesse ser sequenciado
de forma fragmentadas pelo método Sanger. As regides que foram selecionadas para
obtencdo dos primers podem ser observadas na Figura 6 para os virus da espécie
ToCmMYV e na Figura 7 para os virus da espécie ToSRV. Os primers F1/R1 séo primers
para a amplificacdo de todo o0 genoma das espécies, os primers F2/R2 foram baseados nas

sequencias obtidas pelos primers F1/R1 visando completar a informacdo do genoma A.

ToCmiy_F1 ToCmMV_R3

/
/g

2500 2,560

A

ToCmMV_F3_

—ToCmMV_F2

ol

KT203558 ToCmMY
2,560 bp

AV (CP)

AC'R(REr{)

py
ooy . s
AC2 (TrAP) 1,400 1,20

Figura 6: Diagrama das posi¢des dos primers desenhados para amplificar o componente DNA-A da espécie

Tomato common mosaic virus (ToCmMV).
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Figura 7: Diagrama das posic¢des dos primers desenhados para amplificar o componente DNA-A da espécie

Tomato severe rugose virus (ToSRV).

Tabela 2: Primers especificos para recuperacdo do componente DNA-A completo, das
espécies Tomato severe rugose virus — ToSRV e Tomato common mosaic virus —

ToCmMV.

Primer Sequéncia 5’ - 3' Tamanho Tm*

(nt) (°C)

ToCmMV_F1 ATTGCTCTCAACTTCTGTGC 20 56.3

ToCmMV_R1 GCAATCCCTGGTGTCCTCAC 20 60.7
ToCmMV_F2** GTGCTATGTTCTGGTTG 17 44
ToCmMV_R2** GTATTGTCATCGAGGGT 17 44
ToCmMV_F3** TATATGTGGGTTTGACGA 18 44
ToCmMV_R3** CTGTTCTAATTGGGCCA 17 45

ToSRV_F1 AGCGTCGTTAGCTGTCTGGCA 21 64.4

ToSRV_R1 TGCCGCAGAAGCCTTGAACGCACCT 25 71.3
ToSRV_F2** GCATTTGGGATATGTGAGG 19 48
ToSRV_R2** AGTGGACACCTAGATTTC 18 45
ToSRV_F3** CCGGAGCCCTTGTAAAT 17 48
ToSRV_R3** TATCTCCGTCCTTGTCG 17 47

*Tm: Temperatura de melting. **Primers walking

29



4.7 Preparo do banco de dados para as andlises

Para estabelecer a filogeografia das espécies ToOCmMV e ToSRV foi montado um
banco de dados com sequéncias dos componentes DNA-A completos para diferentes
isolados de cada uma das espécies. Para isso, além das sequéncias recuperadas nesse
trabalho,  foram  selecionadas  sequéncias  disponiveis no  GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank) que apresentavam informacdes sobre local/ano
de coleta e componente DNA-A completos. No total, foram utilizadas 28 sequéncias da
espécie ToCmMV, sendo cinco delas recuperadas no presente trabalho e 23 provenientes
do GenBank; e 103 sequéncias de ToSRV, 21 recuperadas no presente trabalho e 82
provenientes do GenBank (Tabela 3). Para cada conjunto de sequéncias separadas por
espécie foi realizado um alinhamento maltiplo com o programa Geneious, utilizando o
algoritmo MAFFT de acordo com as configuracbes padrbes, e a partir destes
alinhamentos foram geradas arvores filogenéticas com a ferramenta FastTree do

programa Geneious.
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Tabela 3: Isolados utilizados para montar o banco de dados para as analises de filogeografia agrupados por cidades/municipios.

Tomato severe rugose virus

Tomato common mosaic virus

(ToSRV) (ToCmMV)
Isolado Ano Local Isolado | Ano Local Isolado | Ano Local Isolado | Ano Local Isolado | Ano Local
JX415201 | 2009 Acredina-GO AY029750 | 2000 Uberlandia-MG JX415193 | 2008 Luziania-GO JX865629 | 2010 EU710754 | 2007
JX415202 | 2009 ES206 |2017| Vargem Alta-ES JX415196 | 2008 JX865630 | 2010 KC706569 | 2007
ES187 2016 | Afonso Claudio- | EU086591 | 2007 Sumaré-SP KX828624 | 2014 Minas Gerais JX865631 | 2010 KC706570 | 2007
ES202 2016 ES ES146 | 2016 FJ824808 | 2005 Piraju-SP JX865632 | 2010 KC706571 | 2007
JF803260 | 2003 ES196 | 2016 ES144 | 2016 Santa Maria de JX865633 | 2010 KC706572 | 2007
JF803261 | 2003 Brasilia-DF ES285 | 2018 ES255 | 2017 Jetiba-ES JX865634 | 2009 KC706573 | 2007 Coimbra-MG
JF803263 | 2004 ES286 | 2018 ES117 | 2015 JX865635 | 2009 KC706574 | 2007
KY524458 | 2015 ES287 | 2018 Domingos Martins- ES120 |2015 JX865636 | 2010 KC706575 | 2007
KC004075 | 2008 ES288 | 2018 ES ES173 | 2016 Venda Nova do JX865637 | 2010 KC706576 | 2007
KC004076 | 2008 ES289 | 2018 ES176 | 2016 Imigrante-ES JX865638 | 2010 KC706577 | 2007
KC004077 | 2008 ES290 |2018 ES183 | 2016 JX865639 | 2009 Vicosa-MG KC706578 | 2007
KC004078 | 2008 ES291 2018 ES271 2017 JX865640 | 2009 KC706579 | 2007
KC004079 | 2008 ES292 |2018 KC004090 | 2010 JX865641 | 2009 KC706568 | 2008 Jaiba-MG
KC004080 | 2008 KX458238 | 2014 JX865615 | 2009 JX865642 | 2010 KC706580 | 2005
KC004081 | 2008 KC004070 | 2008 JX865616 | 2009 JX865643 | 2010 KC706581 | 2005
KC004082 | 2008 KC004071 | 2008 JX865617 | 2009 JX865644 | 2010 KC706582 | 2005
KC004083 | 2008 KC004072 | 2008 Florestal-MG JX865618 | 2009 JX865645 | 2010 KC706583 | 2005
KC004084 | 2008 Carandai-MG KC004073 | 2008 JX865619 | 2009 JX865646 | 2010 KC706584 | 2005 Paty do Alferes-R]
KC004085 | 2008 KC004074 | 2008 JX865620 | 2010 JX865647 | 2010 KC706585 | 2005
KC004086 | 2008 JX415188 | 2008 JX865621 | 2010 Vicosa-MG JX865648 | 2010 KC706586 | 2005
KC004087 | 2008 JX415197 | 2008 Goianapolis-GO JX865622 | 2010 JX865649 | 2010 KC706587 | 2005
KC004088 | 2008 JX415198 | 2008 JX865623 | 2010 JX865650 | 2010 KC706588 | 2005
KC004089 | 2008 JX415199 | 2008 JX865624 | 2010 KC706589 | 2005
KC706617 | 2008 JF803262 |2004|  Indiana-GO | JX865625 | 2010 ES103 |2013 Sa’}teii'g’;"f‘ggde
KC706618 | 2008 KC004068 | 2008 Jaiba-MG JX865626 | 2010 ES051 2012 | Santa Tereza-ES
KC706619 | 2008 KC004069 | 2008 JX865627 | 2010 ES007 2009 Venda Nova do
KC706620 | 2008 JX415190 | 2008 Luziania-GO JX865628 | 2010 ES111 |2013 -
ESii3 2015 Imigrante-ES
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4.8 Analises de filogeografia

A partir das arvores filogenéticas geradas para cada uma das espécies (ToOCmMV
e ToSRV) foi utilizado o programa TempEst (RAMBAUT et al., 2016), para avaliar se
as sequéncias selecionadas possuiam sinal temporal para que se pudesse proceder com as

andlises filogeograficas.

As analises de filogeografia foram realizadas utilizando o programa BEAST
v1.10.4 (http://beast.community/index.html) e para isso foram criados arquivos XML de
cada um dos conjunto de sequéncias de cada espécies (ToOCmMYV e ToSRV), para serem
executados no BEAST com o auxilio da ferramenta BEAUTI (inclusa no pacote de
download do BEAST), onde foram atribuidos parametros de modelo de substitui¢do de
nucleotideo: HKY; modelo de substituicdo de caracteristicas discreta: modelo de
substituicdo simétrico com inferéncia variavel de busca estocéstica bayesiana (Bayesian
stochastic search variable selection - BSSVS); tipo de relogio: estrito; modelo de arvore:
Coalescente - Bayesian Skyline (DRUMMOND et al., 2005); para reconstrucao do estado
ancestral: reconstruir estado em todos os ancestrais. Por fim, as arvores filogenéticas
foram calculadas usando o Bayesian Markov Chain Monte Carlo (MCMC) em cadeias
de 80.000.000 de geracdes, com frequéncia de amostragem de 8.000, no programa
BEAST.

A convergéncia das cadeias foi realizada no programa TRACER v1.7.1
(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/tracer/) para avaliar o calculo do tamanho efetivo da
amostragem (Effective Sample Size — ESS), ap6s um burnin de 10%, sendo aceitos apenas
resultados com valores de ESS > 200. A sumarizagdo das arvores geradas em uma arvore
de méxima credibilidade (Maximum Clade Credibility — MCC) foi realizada no programa
TreeAnnotator v1.10.4 (também incluso o pacote do programa BEAST). As arvores de
méaxima credibilidade de cada uma das espécies virais foram visualizadas com o programa
FigTree v1.4.4 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/), e os dados de filogeografia
gerados nas analises baesianas foram plotados em mapas por meio do programa SpreaD3
(Spatial Phylogenetics Reconstruction of Evolutionary Dynamics using Data-Driven
Documents (D3)) (https://rega.kuleuven.be/cev/ecv/software/SpreaD3), para

visualizagdo das trajetdrias de distribuicdo das especies ToCmMYV e ToSRV.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliacao da presenca do gene/locus de resisténcia Ty-1 em associa¢cdo com 0s

diferentes isolados virais

Os amplicons obtidos com o par de primers ‘UWTylF/UWTylR’ quando submetidos
a eletroforese em gel de agarose produziram um padréo de fragmento de DNA Unico de
aproximadamente 450 pb. Quando o produto foi submetido a clivagem com a enzima de
restricdo Tag-1, apresentou trés padrdes distintos de fragmentos, conforme ilustrado na
Figura 8: padrdo de uma unica banda (ndo clivada) de 450 pb é associado com individuos
homozigotos/suscetiveis (ty-1/ty-1); o padrdo de duas bandas (uma de 320 pb e outra de
150 pb) apds clivagem com enzima Tag-1 é associado com individuos
homozigotos/resistentes (Ty-1/Ty-1) e o padrdo exibindo trés bandas (450 pb, 320 pb e
150 pb) é associado com individuos heterozigotos que possuem duas variantes alélicas

(uma dominante e outra recessiva — Ty-1/ty-1) do gene/locus de resisténcia (Figura 8).

Figura 8: Perfil de fragmentos de DNA dos produtos de PCR obtidos com os primers ‘UWTylF/
UWTylR’ e clivados com a enzima de restrigdo Tag-1 em gel de agarose 1,5%. Ty-1 = DNA extraido da
linhagem de tomate LAM 144R, usada como controle para individuos homozigotos resistentes (Ty-1/Ty-
1); Ohio = cultivar de tomate que serve como controle para individuos homozigotos suscetiveis (ty-1/ty-1);
TyH = DNA extraido do hibrido BRS Imigrante, utilizado como controle para individuos heterozigotos
contendo as duas variantes alélicas do gene (Ty-1/ty-1). R = individuos homozigotos resistentes (320 pb e
150 pb); S= individuos homozigotos suscetiveis (450 pb) e H = individuos heterozigotos resistentes (450
pb, 320 pb e 150 pb). M = Marcador molecular 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).
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Das 277 amostras foliares (= isolados) analisadas nesse ensaio (167 isolados
procedentes do Espirito Santo, 76 procedentes do Rio de Janeiro e 34 procedentes de
Minas Gerais), 175 plantas apresentaram padrdes associados a individuos homozigotos
suscetiveis (ty-1/ty-1); 01 amostra apresentou padrao associado a individuos homozigotos
resistentes (Ty-1/Ty-1) e 53 isolados apresentaram padrbes associados a individuos
heterozigotos contendo duas variantes alélicas do gene/locus (Ty-1/ty-1) (Figura 9).
Desta forma, os dados mostraram que, no presente estudo, foi utilizada uma grande
maioria das amostras € oriunda de plantas que ainda ndo apresentam o gene/locus de
resisténcia Ty-1. Observou-se também que a frequéncia no emprego do gene/locus Ty-1
(majoritariamente em heterozigose) aumentou de maneira mais acentuada entre os anos
de 2015 e 2016 (Anexo 2 e Figura 9).
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Figura 9. Dados sobre a avaliagdo da presenca do gene/locus de resisténcia Ty-1 em plantas de tomateiro
amostradas nos estados do ES (A), MG (B) e RJ (C).

5.2 Variabilidade dos isolados da colecdo de sequencias de begomovirus da
EMBRAPA Hortalicas

Os fragmentos de cerca de 1.100 nts gerados a partir dos primers
PAL1v1978/PAR1c496° foram obtidos no banco de sequéncias da EMBRAPA
Hortalicas e re-submetidas a analises com a ferramenta BLASTN, fornecendo dados
preliminares com relagdo a diversidade de espécies virais encontradas nos trés estados
estudados (ES, MG e RJ) (Anexo 1).

Essas analises indicaram a presenca, no estado do Espirito Santo, de cinco espécies
virais: Tomato common mosaic virus — ToCmMV, Tomato interveinal chlorosis virus —
TolCV, Tomato mottle leaf curl virus — ToOMLCV, Tomato severe rugose virus — TOSRV
e Euphorbia yellow mosaic virus — EuYMV. No intervalo amostral entre os anos de 2009
e 2015 a prevaléncia foi da espécie ToCmMV. No entanto, as amostras coletadas no
intervalo entre os anos de 2016 a 2018, a espécie ToOSRV passou a aumentar a frequéncia,

sobrepondo ao ToCmMYV e se tornando a espécie predominante.

No Rio de Janeiro foram detectadas seis espécies virais: ToCmMV, TolCV,
ToMLCV, ToSRV, Sida yellow net virus — SiYNV e Sida common mosaic virus —
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SICMV. A espécie ToCmMYV também predominava até o inicio do ano de 2016. No
entanto, nas coletas a partir do més de julho 2016, ToSRV passou a ser a espécie
predominante (Anexo 1).

A diversidade viral no estado de Minas Gerais foi menor que aquelas observadas no
Espirito Santo e Rio de Janeiro, tendo sido detectadas trés espécies virais: ToOCmMV,
TOMLCV e ToSRV. A espécie ToCmMYV foi a predominante no intervalo amostral entre
0s anos de 2016 e 2018.

A predominancia da espécie ToCmMYV nos estados do ES e RJ sendo gradativamente
(e em alguns casos abruptamente) sobreposta pela predominancia da espécie ToSRV.
Essa mudanca pode ser explicada, em parte, pelo incremento no uso de hibridos contendo
o fator de resisténcia Ty-1 nestas regiGes. De fato, a partir dos anos de 2015 e 2016
(Figura 9, A e C), a distribuicdo de frequéncia viral sugere que os isolados de ToCmMV
encontrados nesses estados ndo foram capazes de se adaptar e/ou superar esse fator de
resisténcia, abrindo espaco para expansdo da espécie ToSRV. Por sua vez, o
ToSRVdemonstra ser, aparentemente, um virus mais adaptado e/ou que apresenta uma
maior capacidade de replicacdo em plantas contendo esse fator de resisténcia. De fato,
ToSRV vem sendo catalogado em diferentes levantamentos como a espécie de
begomovirus predominante também em diversas outras regides, especialmente no Centro-
Sul do pais onde variedades com o fator de resisténcia Ty-1 também tém sido utilizadas
com maior frequéncia (FERNANDES, 2015). Além disso, a grande incidéncia de TOSRV
pode ser atribuida a sua maior eficiéncia de transmissao pelo vetor B. tabaci (TOLOY et
al., 2018) e também por apresentar um circulo de plantas hospedeiras mais amplo
(BARBOSA et al., 2009, 2011b; BEZERRA-AGASIE et al., 2006; MACEDO et al.,
2017; MOURA et al., 2018). No estado de Minas Gerais 0 aumento de isolados obtidos
de plantas contendo o gene de resisténcia Ty-1, também se ampliou a partir do ano de
2016 (Figura 9, B). No entanto, aparentemente, ainda ndo interferiu no balango
ToCmMV/ToSRV. Esse resultado sugere que os isolados de ToOCmMYV dessa regido estéo
mais bem adaptados e podem representar um subgrupo viral capaz infectar/replicar em
plantas contendo o fator de resisténcia Ty-1. Para confirmar essa hipdtese se fazem
necessarias novas e mais robustas acoes de coleta e caracterizacdo viral nessa regido apos

a introduc&o de cultivares hibridas resistentes.
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5.3 Sequéncias completas do componente DNA-A que foram recuperadas no

presente estudo

Foram recuperadas 30 sequéncias completas do componente DNA-A, (cinco da
especie ToOCmMV; 22 da espécie ToSRV, uma da espécie TolCV, uma de EuYMV e uma
de SiYNV). Merece destaque o isolado ES-176 que representa o primeiro relato da
espécie ToSRV infectando Physalis sp. em condi¢fes naturais. Foram sequenciados 0s
componentes DNA-A e DNA-B por completo deste isolado para avaliar se de fato o
isolado possuia dois componentes virais, se 0s componentes eram cognatos (verificacéo
dos interons) e distancia genética (Figura 10). Além disso, um dos isolados com
similaridade de sequéncia nucleotidica de 92%. com TolCV (isolado RJ-019) foi
identificado como uma provavel nova estirpe. Foram também caracterizados um isolado
da espécie EuUYMV (isolado ES-148) e um isolado da espécie SiYNV (isolado RJ-018),

ambas ainda n&o relatadas infectando o tomateiro em condic¢des naturais.

Dados sobre os isolados sequenciados, cujo componente DNA-A completo foi
recuperado, podem ser observados na Tabela 3. Os demais isolados ndo puderam ser
recuperados por completo com os primers universais. A analises dos eletroferogramas
obtidos destes isolados revelaram picos elevados e duplos e multiplos contigs. As analises
via Blastn revelaram que cada contig poderia ser uma espécie distinta, indicando a
presenca de infec¢des mistas. A identificacao das espécies virais presentes nestas
amostras demandaria a clonagem dos amplicons que ndo foi realizada no presente
trabalho.
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1 N A ATGGCATATTEGTAAATATGACECTTAQTACCAATTGGTAGCTGCTCTAAAACTCATATGAATTEGTAGTTAT|GGTAIGCTCTITATA[TAGTAGA
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STAGAAGTTEETTITAAGGA GATTRENNZACGT GGEG GECATEE GTTATAATATTACEGGAT GGEEGE GEGATTACEG GATGGEE GEGEGATT
35TAGAAGTTCCTT-BAAGGAGATTIRCGERBACGTGGCGGCCATCCGTTATAATATTACICGGATGGCCGCGCGATTACCGGATGGCCGCGCGATT
STAGAAGTTCCTTEMEAAGGAGATTGC - -lIACGTGGCGGCCATCCGTTATAATATTACCGGATGGCCGCGCGATTACCGGATGGCCGCGCGATT
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Figura 10: Organizacdo gendmica do isolado ES-176. A: diagrama dos componentes DNA-A e DNA-B
completo; AV1: 756 pb, AC1: 1.059, AC2: 390, AC3: 399, AC4: 264, BV1: 894 e BCL1: 882. B: iterons
comprovando que 0s componentes sdo cognatos e nonanucleotideo. C: distancia genética entre os dois

componentes.



Tabela 4: Lista de isolados para os quais foi possivel sequénciar o componente DNA-A por completo no presente estudo.

Isolado DCac:IaeSaa Local da Coleta Espécie Viral (DNA-A) BL(';;I;Sﬂ Acesso (GenBank)
ES-007  nov/09 Venda Nova do Imigrante — ES Tomato common mosaic virus 99% KT203558
ES-051 set/12 Santa Tereza — ES Tomato common mosaic virus 99% KT203558
ES-103  jan/13 Santa Maria de Jetiba — ES Tomato common mosaic virus 99% KT203558
ES-111 abr/13 Venda Nova do Imigrante — ES Tomato common mosaic virus 99% KT203558
ES-113 abr/15 Venda Nova do Imigrante — ES Tomato common mosaic virus 99% KT203558
ES-117  mar/15 Venda Nova do Imigrante — ES Tomato severe rugose virus 99% KC004075
ES-120 abr/15 Venda Nova do Imigrante — ES Tomato severe rugose virus 98% JX415196
ES-144  fev/16 Santa Maria de Jetiba — ES Tomato severe rugose virus 98% JX415196
ES-146  mar/16 Domingos Martins — ES Tomato severe rugose virus 98% JX415196
ES-148 mar/16 Domingos Martins — ES Euphorbia yellow mosaic virus 96% KY559532
ES-173  jun/16 Venda Nova do Imigrante — ES Tomato severe rugose virus 98% JX415196
ES-176  jun/16 Venda Nova do Imigrante — ES Tomato severe rugose virus 98% JX415196
ES-183 jul/16 Venda Nova do Imigrante — ES Tomato severe rugose virus 98% JX415196
ES-187 out/10 Afonso Claudio — ES Tomato severe rugose virus 98% JX415196
ES-196  nov/16 Domingos Martins — ES Tomato severe rugose virus 98% JX415196
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ES-202  nov/16 Afonso Claudio — ES Tomato severe rugose virus 98% JX415196
ES-206 abr/17 Vargem Alta — ES Tomato severe rugose virus 98% JX415196
ES-255  nov/17 Santa Maria do Jetiba — ES Tomato severe rugose virus 99% JX415196
ES-271  nov/17 Venda Nova — ES Tomato severe rugose virus 97% JX415196
ES-285  mar/18 Domingos Martins — ES Tomato severe rugose virus 98% JX415196
ES-286  mar/18 Domingos Martins — ES Tomato severe rugose virus 98% JX415196
ES-287  mar/18 Domingos Martins — ES Tomato severe rugose virus 98% JX415196
ES-288  mar/18 Domingos Martins — ES Tomato severe rugose virus 98% JX415196
ES-289  mar/18 Domingos Martins — ES Tomato severe rugose virus 98% JX415196
ES-290 mar/18 Domingos Martins — ES Tomato severe rugose virus 98% JX415196
ES-291  mar/18 Domingos Martins — ES Tomato severe rugose virus 98% JX415196
ES-292  mar/18 Domingos Martins — ES Tomato severe rugose virus 98% JX415196
RJ-018 jul/06 S&o José do Uba — RJ Sida yellow net virus 98% JX871376
RJ-019  jul/06 Séo José do Ub4d — RJ Tomato interveinal chlorosis virus 92% JF803253
RJ-071  mar/16 Trajano de Moraes — RJ Tomato severe rugose virus 98% JX415196
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5.4 Analises filogeograficas

As analises de reconstrucdo da filogeografia permitiram identificar que a espécie
ToCmMV teve como seu ancestral mais proximo isolados originarios da cidade de
Coimbra em Minas Gerais, ha cerca de 37 anos atras (Figuras 10 e 11). Os dados indicam
que a populacdo de ToOCmMYV se manteve estavel até o ano 2003, quando ocorreram 0s
primeiros eventos de migracdo para cidade de Paty do Alferes no Rio de Janeiro. Porém,
somente a partir do ano de 2006 € que o0s eventos de migracdo se tornaram mais intensos,
de Paty do Alferes ocorreram eventos de migracdo para cidades Coimbra (2006) e Venda
Nova do Imigrante (2007) no Espirito Santo; de Coimbra para Jaiba, ainda em Minas
Gerais (2008) e de Venda Nova do Imigrante para Santa Tereza (2012) e Santa Maria do
Jetiba (2013), todas localidades geograficamente préximas na regido serrana do estado do
Espirito Santo (Figuras 10 e 11). A arvore filogenética inferida a partir das analises
filogeogréficas de isolados de ToCmMV (Figura 10) apresentou trés clados: o primeiro
clado, contendo isolados de Coimbra e Jaiba e o segundo, contendo isolados de Paty do
Alferes. Esses resultados indicam que esses isolados permaneceram agrupados nessas
regides (MG e RJ) e atingiram relativa estabilidade genética. Levando em consideracao
os dados recentes das coletas realizadas em MG (Anexo 1), ToOCmMYV permanece bem
adaptado a regido e, conforme foi mencionado anteriormente, mesmo com 0 aumento do
uso de plantas com o fator de resisténcia Ty-1 em condicdes de campo (Figura 9, B) esta
espécie viral vem se mostrando capaz de infectar e replicar nessas plantas pois ainda
apresenta frequéncias elevadas até o ano de 2018. O terceiro clado, contendo isolados de
Venda Nova do Imigrante, Santa Tereza e Santa Maria de Jetiba, mostra que ocorreu um
grande fluxo de migracGes entre as trés regides, que pode significar que a espécie se
adaptou bem ao nicho ecoldgico dessas localidades 2012 e 2015. A espécie ToCmMV
também foi relatada como a predominante no estado do ES entre os anos de 2007 e 2011
(BARBOSA et al., 2016). No entanto, a partir do ano de 2016 isolados desta espécie néo
foram recuperados em coletas subsequentes, indicando a presenca de algum fator e/ou
fatores ambientais de instabilidade, incluindo o emprego de cultivares com o fator de

resisténcia Ty-1 (Figura 9, A).
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As analises de reconstrucdo da filogeografia da espécies ToSRV permitiram
identificar que ancestral mais proximo tem como origem a cidade de Uberlandia no
(localizada no Triangulo Mineiro, uma regido tradicionalmente produtora de tomate para
mesa) em Minas Gerais, ha cerca de 34 anos atras (Figuras 12 e 13), e teve seu primeiro
evento de migracao para cidade de Florestal em Minas Gerais no ano de 1993 e migrou
para Brasilia no ano de 1999, de onde partiram grandes fluxos de migracdo a partir do
ano de 2005, para varias regides do centro-oeste e sudeste do pais (Figuras 12 e 13). Os
padrdes de distribuicdo que puderam ser observados na arvore filogenética (Figura 12)
sugerem que Brasilia foi a cidade responsavel pela disseminacdo da espécie para as
demais regides. Além disso, também foi possivel observar um grande fluxo da espécie
entre os isolados coletados no estado do ES entre as cidades de Domingos Martins, Venda
Nova do Imigrante, Afonso Claudio e Vargem Alta, que provavelmente evoluiram de
forma conjunta, o que pode ser explicado pela proximidade entre as cidades. A grande
incidéncia e o elevado fluxo de migracGes da espécie TOSRV pode ter forte influéncia na
sua relacdo com o vetor B. tabaci (GOUVEA et al., 2017) e a sua capacidade de infectar
varias outras plantas (BARBOSA et al., 2011b) que podem servir de fonte de indculo

posteriormente.
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6. CONCLUSAO

O emprego de materiais portadores do fator de resisténcia Ty-1 apresentou um
aparente impacto com relagdo a presenca de isolados de ToCmMV nos estados do ES e
RJ, uma vez que as coletas com isolados recuperados desta espécie diminuiram
drasticamente a partir do ano de 2016, ano em que também foi documentado um maior
emprego de cultivares hibridas portadoras do gene. No entanto, 0 uso de materiais
resistentes portadores do fator de resisténcia Ty-1 ainda ndo apresentou similar impacto
nas populacdes de ToCmMYV na regido de MG da regido, que continuou apresentando

frequéncia consideravel dessa espécie viral.

Nos estados do ES e RJ a predominéncia de isolados de ToCmMYV foram sendo
gradativamente sobrepostos pela predominancia de isolados de ToSRV. Além disso, 0

ToSRV também foi encontrado com uma frequéncia consideravel no estado de MG.

Com bases nas analises realizadas nesse estudo, podemos concluir que isolados
da espécie ToCmMYV sdo mais bem adaptados as regides do bioma Mata Atlantica, ndo
havendo, até o presente momento, registros de eventos de migracéo deste virus para outras

regides do Brasil.

Isolados de ToOCmMYV se mostraram ainda mais adaptados ao estado de MG, onde
muitos destes isolados foram encontrados infectando plantas detentoras do fator de
resisténcia Ty-1. Poucos séo 0s estudos relacionados a0 ToCmMV, talvez por se tratar de
uma espécie endémica dessa regido. A reducdo da representatividade de ToCmMYV no
ultimos anos no ES e RJ observada no presente estudo, bem como o fato desta espécie
ainda estar frequente na regido de MG (mesmo com o aumento do uso de materiais
portadores do fator de resisténcia Ty-1), torna necessario analises mais aprofundadas com
relacdo essa espécie e 0S mecanismos que possam estar envolvidos em sua permanéncia
e superacao/adaptacéo a esse fator de resisténcia nessa regido, a fim de se evitar que surtos

da espécie possam ocorrer futuramente.

A prevaléncia de isolados de ToSRV bem como a sua alta incidéncia em todas as
regides estudadas, comprova que este virus é altamente adaptado ao tomateiro e tem,
muito provavelmente, uma relacio virus/vetor extremamente eficiente (GOUVEA et al.,
2017; TOLOY etal., 2018). Além disso, os isolados possuem capacidade adaptativa mais

elevada, que se manifesta pela sua capacidade de infectar diversas plantas em diferentes
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familias botanicas (BARBOSA et al., 2009, 2011b; BEZERRA-AGASIE et al., 2006;
MACEDO et al., 2017; MOURA et al., 2018). Este conjunto de atributos pode trazer
grande influéncia na permanéncia de isolados de ToSRV em campo, mesmo quando séo
implementadas medidas de controle, tais como as de vazio sanitario em que o cultivo de
tomate € interrompido durante 60 a 120 dias consecutivos. Em relacdo aos isolados de
ToSRV, o vazio sanitario se torna menos eficiente, pois mesmo sem a presenga da
hospedeira principal no campo este virus persiste no ambiente através da infeccdo de
outras hospedeiras alternativas que se tornam fonte de in6culo primario quando o cultivo

do tomateiro volta a ser realizado.

Mesmo com o uso de cultivares contendo o fator de resisténcia Ty-1 tém-se
observado uma frequéncia consideravel de infeccdes por begomoviroses em algumas
regibes produtoras estudadas no presente trabalho. Desta forma, torna-se de grande
importancia estudos relacionados a busca de novas fontes de resisténcia de begomovirus
em tomateiro, para que se possa produzir cultivares apresentando varios fatores que sejam
capazes de conferir elevados niveis de resisténcia a uma ampla variedade de espécies

virais.
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ANEXO 1 — Lista dos 277 isolados de begomovirus da colecdo da EMBRAPA Hortalicas
caracterizados previamente com os primers PAL1v1978/PAR1c496 (Rojas et al., 1993). Codigo
do isolado, local e data de coleta (més/ano), espécie viral com maior porcentagem de identidade,
BLASTN (% de identidade) e niamero de acesso no GenBank correspondente a espécie viral. Os
isolados foram analisados via sequenciamento de um segmento de aproximadamente 1200 pares
de base do componente DNA-A.

Acesso

Isolado Local Més | Ano Espécie Viral Blastn (N°) no

GenBank

ESPIRITO SANTO

ES-007 | Venda Novado Imigrante—ES | 11 | 2009 | Tomato common mosaic virus 98.3% | KC706584
ES-008 | Venda Novado Imigrante —ES | 11 | 2009 | Tomato common mosaic Virus 97.3% | KC706585
ES-034 | Venda Novado Imigrante—ES | 4 |2012 | Tomato common mosaic virus 98.4% | KC706585
ES-051 Santa Tereza — ES 9 |2012| Tomatocommon mosaic virus 86.0% | KC706589
ES-052 Santa Tereza — ES 9 |2012| Tomatocommon mosaic virus 94.6% | KC706589
ES-053 Santa Tereza — ES 9 |2012| Tomatocommon mosaic virus 99.2% | KC706585
ES-064 Santa Maria de Jetibd — ES 9 |2012| Tomatocommon mosaic virus 92.3% | KC706589
ES-065 Santa Maria de Jetibd — ES 9 |2012| Tomatocommon mosaic virus 98.8% | KC706585
ES-067 Séo Roque do Canna — ES 9 | 2012 | Tomato interveinal chlorosis virus | 94.1% | JF803253
ES-068 S&o Roque do Cannd — ES 9 | 2012 | Tomato interveinal chlorosis virus | 95.0% | JF803253
ES-069 Séo Roque do Canna — ES 9 | 2012 | Tomato interveinal chlorosis virus | 94.4% | JF803253
ES-070 Séo Roque do Canna — ES 9 |2012| Tomatocommon mosaic virus 98.4% | KC706585
ES-071 S&o Roque do Cannd — ES 9 | 2012 | Tomato interveinal chlorosis virus | 93.9% | JF803253
ES-078 Colatina— ES 9 |2012| Tomatocommon mosaic virus 98.9% | KC706585
ES-079 Colatina— ES 9 |2012| Tomatocommon mosaic virus 97.7% | KC706585
ES-080 Colatina— ES 9 |2012| Tomatocommon mosaic virus 98.7% | KC706585
ES-081 Colatina— ES 9 |2012| Tomatocommon mosaic virus 98.8% | KC706585
ES-082 Colatina— ES 9 |2012| Tomatocommon mosaic virus 98.9% | KC706585
ES-083 Colatina— ES 9 |2012| Tomatocommon mosaic virus 98.9% | KC706585
ES-084 Colatina— ES 9 |2012| Tomatocommon mosaic virus 99.0% | KC706585
ES-085 Colatina— ES 9 |2012| Tomatocommon mosaic virus 98.9% | KC706585
ES-086 Colatina— ES 9 |2012| Tomatocommon mosaic virus 99.4% | KC706585
ES-087 Santa Maria de Jetibd — ES 9 |2012 Tomato mottle leaf curl virus 99.1% | KC706616
ES-088 Santa Maria de Jetibd — ES 9 | 2012 Tomato severe rugose virus 98.8% | JX415196
ES-089 Santa Maria de Jetibd — ES 9 |2012| Tomatocommon mosaic virus 99.0% | KC706585
ES-091 Santa Maria de Jetiba — ES 9 |2012 Tomato common mosaic virus 99.3% | KC706585
ES-092 Santa Maria de Jetibd — ES 9 |2012| Tomatocommon mosaic virus 97.3% | KC706585
ES-094 Santa Maria de Jetiba — ES 9 | 2012 Tomato common mosaic virus 98.7% | KC706585
ES-095 Santa Maria de Jetibd — ES 9 |2012| Tomatocommon mosaic virus 98.8% | KC706585
ES-097 Santa Maria de Jetibd — ES 9 |2012| Tomatocommon mosaic virus 98.9% | KC706585
ES-098 Santa Maria de Jetiba — ES 9 | 2012 Tomato common mosaic virus 99.0% | KC706585
ES-134 Santa Maria de Jetibd — ES 9 |2012| Tomatocommon mosaic virus 99.0% | KC706586
ES-135 Santa Maria de Jetiba — ES 9 |2012 Tomato common mosaic virus 98.0% | KC706587
ES-136 Santa Maria de Jetibd — ES 9 |2012| Tomatocommon mosaic virus 99.0% | KC706588
ES-103 Santa Maria de Jetiba — ES 1 |2013| Tomato common mosaic virus 97.1% | KC706585
ES-106 Santa Maria de Jetiba — ES 4 | 2013 | Tomato common mosaic virus 99.0% | KC706585
ES-107 Santa Maria de Jetibd — ES 4 |2013| Tomato common mosaic virus 98.2% | KC706589
ES-108 Santa Maria de Jetiba — ES 4 | 2013 | Tomato common mosaic virus 98.9% | KC706589
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ES-109 Santa Maria de Jetiba — ES 4 |2013| Tomato common mosaic virus 99.0% | KC706589
ES-111 | Venda Novado Imigrante—ES | 4 | 2013 | Tomato common mosaic virus 98.3% | KC706589
ES-112 | Venda Novado Imigrante—ES | 4 |2013 | Tomato common mosaic virus 99.0% | KC706585
ES-113 | Venda Novado Imigrante—ES | 4 |2015| Tomato common mosaic virus 97.4% | KC706589
ES-115 | Venda Novado Imigrante—ES | 3 | 2015 Tomato severe rugose virus 99.3% | JF803263
ES-117 | Venda Novado Imigrante—ES | 3 | 2015 Tomato severe rugose virus 99.8% | JF803261
ES-118 | Venda Novado Imigrante —ES | 4 |2015| Tomato common mosaic virus 96.7% | KC706585
ES-119 | Venda Novado Imigrante —ES | 4 | 2015 Tomato severe rugose virus 97.0% | JF803261
ES-120 | Venda Novado Imigrante—ES | 4 | 2015 Tomato severe rugose virus 99.1% | JF803261
ES-121 | Venda Novado Imigrante —ES | 4 | 2015 Tomato severe rugose virus 98.9% | JX415196
ES-124 | Venda Novado Imigrante—ES | 5 |2015| Tomato common mosaic virus 98.8% | KC706585
ES-125 | Venda Novado Imigrante—ES | 5 |2015| Tomato common mosaic virus 98.0% | KC706585
ES-126 | Venda Novado Imigrante—ES | 5 |2015| Tomato common mosaic virus 96.9% | KC706585
ES-127 | Venda Novado Imigrante—ES | 5 |2015| Tomato common mosaic virus 97.0% | KC706585
ES-128 | Venda Novado Imigrante—ES | 5 |2015| Tomato common mosaic virus 96.9% | KC706575
ES-129 | Venda Novado Imigrante—ES | 5 |2015| Tomato common mosaic virus 97.0% | KC706575
ES-130 | Venda Novado Imigrante—ES | 5 |2015| Tomato common mosaic virus 97.0% | KC706575
ES-131 | Venda Novado Imigrante—ES | 5 |2015| Tomato common mosaic virus 94.0% | KC706575
ES-132 | Venda Novado Imigrante—ES | 6 |2015| Tomato common mosaic virus 90.0% | KC706589
ES-133 Marechal Floriano — ES 7 |2015| Tomato common mosaic virus 99.0% | KC706585
ES-138 Santa Maria de Jetibd — ES 2 | 2016 Tomato severe rugose virus 98.0% | JX415196
ES-142 Santa Maria de Jetiba — ES 2 | 2016 | Tomato common mosaic virus 99.0% | KT203558
ES-143 Santa Maria de Jetibd — ES 2 | 2016 | Tomatocommon mosaic virus 95.0% | KT203558
ES-144 Santa Maria de Jetibd — ES 2 | 2016 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
ES-145 Santa Maria de Jetibd — ES 2 | 2016 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
ES-146 Domingos Martins — ES 3 | 2016 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
ES-147 Domingos Martins — ES 3 | 2016 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
ES-148 Domingos Martins — ES 3 | 2016 | Euphorbia yellow mosaic virus 97.0% | JX415191
ES-149 Domingos Martins — ES 3 | 2016 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
ES-151 Domingos Martins — ES 5 | 2016 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
ES-152 Domingos Martins — ES 5 |2016 | Tomatocommon mosaic virus 94.0% | KT203558
ES-154 Domingos Martins — ES 5 | 2016 Tomato severe rugose virus 96.0% | JX415196
ES-155 Domingos Martins — ES 5 |2016 | Tomatocommon mosaic virus 98.0% | KT203558
ES-158 Domingos Martins — ES 5 | 2016 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
ES-159 Domingos Martins — ES 5 |2016 | Tomatocommon mosaic virus 93.0% | KT203558
ES-160 Domingos Martins — ES 5 |2016 | Tomato common mosaic virus 96.0% | KT203558
ES-161 Domingos Martins — ES 5 |2016 | Tomatocommon mosaic virus 99.0% | KT203558
ES-162 Domingos Martins — ES 5 |2016 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
ES-163 Domingos Martins — ES 5 | 2016 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
ES-164 Domingos Martins — ES 5 |2016 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
ES-165 Domingos Martins — ES 5 | 2016 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
ES-166 Domingos Martins — ES 5 |2016 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
ES-167 Domingos Martins — ES 5 | 2016 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
ES-168 Domingos Martins — ES 5 | 2016 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
ES-170 Domingos Martins — ES 5 |2016 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
ES-171 Domingos Martins — ES 5 |2016 | Tomato common mosaic virus 99.0% | KT203558
ES-172 Domingos Martins — ES 5 |2016 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
ES-173 | Venda Novado Imigrante—ES | 6 | 2016 Tomato severe rugose virus 98.0% | JX415196
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ES-174 | Venda Novado Imigrante—ES | 6 | 2016 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
ES-175 | Venda Novado Imigrante—ES | 6 | 2016 Tomato severe rugose virus 98.0% | JX415196
ES-176 | Venda Novado Imigrante—ES | 6 | 2016 Tomato severe rugose virus 98.0% | JX415196
ES-180 | Venda Novado Imigrante—ES | 7 | 2016 Tomato severe rugose virus 97.0% | EU600238
ES-181 | Venda Novado Imigrante—ES | 7 | 2016 Tomato mottle leaf curl virus 98.0% | AY049226
ES-182 | Venda Novado Imigrante—ES | 7 | 2016 Tomato severe rugose virus 95.0% | JX415196
ES-183 | Venda Novado Imigrante—ES | 7 | 2016 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
ES-184 | Venda Novado Imigrante—ES | 7 | 2016 Tomato severe rugose virus 98.0% | JX415196
ES-185 Alfredo Chaves — ES 8 | 2016 Tomato severe rugose virus 98.0% | EU600238
ES-186 Alfredo Chaves — ES 8 |2016 Tomato severe rugose virus 98.0% | EU600238
ES-187 Afonso Claudio — ES 10 | 2016 Tomato severe rugose virus 98.0% | EU600238
ES-188 Afonso Claudio — ES 10 | 2016 Tomato severe rugose virus 98.0% | EU600238
ES-189 Afonso Claudio — ES 10 | 2016 Tomato severe rugose virus 98.0% | EU600238
ES-190 Afonso Claudio — ES 10 | 2016 Tomato severe rugose virus 98.0% | EU600238
ES-191 Afonso Claudio — ES 10 | 2016 Tomato severe rugose virus 97.0% | EU600238
ES-192 Domingos Martins — ES 11 | 2016 Tomato severe rugose virus 98.0% | EU600238
ES-193 Domingos Martins — ES 11 | 2016 Tomato severe rugose virus 99.0% | EU600238
ES-194 Domingos Martins — ES 11 | 2016 Tomato severe rugose virus 99.0% | EU600238
ES-195 Domingos Martins — ES 11 | 2016 Tomato severe rugose virus 99.0% | EU600238
ES-196 Domingos Martins — ES 11 | 2016 Tomato severe rugose virus 98.0% | EU600238
ES-197 Afonso Claudio — ES 11 | 2016 Tomato severe rugose virus 98.0% | EU600238
ES-198 Afonso Claudio — ES 11 | 2016 Tomato severe rugose virus 98.0% | EU600238
ES-199 Afonso Claudio — ES 11 | 2016 Tomato severe rugose virus 99.0% | EU600238
ES-201 Afonso Claudio — ES 11 | 2016 Tomato severe rugose virus 98.0% | EU600238
ES-202 Afonso Claudio — ES 11 | 2016 Tomato severe rugose virus 99.0% | EU600238
ES-203 Afonso Claudio — ES 11 | 2016 Tomato severe rugose virus 98.0% | EU600238
ES-205 Vargem Alta — ES 4 | 2017 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
ES-206 Vargem Alta — ES 4 | 2017 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
ES-207 Vargem Alta — ES 4 | 2017 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
ES-209 Domingos Martins — ES 4 | 2017 Tomato severe rugose virus 94.0% | JX415196
ES-210 Domingos Martins — ES 4 | 2017 Tomato severe rugose virus 95.0% | JX415196
ES-211 Domingos Martins — ES 4 | 2017 Tomato severe rugose virus 98.0% | JX415196
ES-215 Alfredo Chaves — ES 4 | 2017 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
ES-216 Alfredo Chaves — ES 4 | 2017 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
ES-217 Alfredo Chaves — ES 4 | 2017 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
ES-218 Alfredo Chaves — ES 4 | 2017 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
ES-230 Linhares — ES 10 | 2017 Tomato severe rugose virus 98.0% | JX415196
ES-231 Linhares — ES 10 | 2017 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
ES-232 Linhares — ES 10 | 2017 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
ES-233 Linhares — ES 10 | 2017 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
ES-234 Linhares — ES 10 | 2017 Tomato severe rugose virus 97.0% | JX415196
ES-235 Linhares — ES 10 | 2017 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
ES-236 Linhares — ES 10 | 2017 Tomato severe rugose virus 98.0% | JX415196
ES-237 Linhares — ES 10 | 2017 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
ES-238 Linhares — ES 10 | 2017 Tomato severe rugose virus 97.0% | JX415196
ES-239 Linhares — ES 10 | 2017 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
ES-240 Linhares — ES 10 | 2017 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
ES-241 Linhares — ES 10 | 2017 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
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ES-250 Domingos Martins — ES 11 | 2017 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
ES-252 Domingos Martins — ES 11 | 2017 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
ES-253 Domingos Martins — ES 11 | 2017 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
ES-254 Domingos Martins — ES 11 | 2017 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
ES-255 Santa Maria de Jetibd — ES 11 | 2017 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
ES-256 Santa Maria de Jetiba — ES 11 | 2017 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
ES-257 Santa Maria de Jetibd — ES 11 | 2017 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
ES-258 Afonso Claudio — ES 11 | 2017 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
ES-260 Afonso Claudio — ES 11 | 2017 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
ES-261 Afonso Claudio — ES 11 | 2017 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
ES-262 Afonso Claudio — ES 11 | 2017 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
ES-263 Afonso Claudio — ES 11 | 2017 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
ES-264 Afonso Claudio — ES 11 | 2017 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
ES-265 Afonso Claudio — ES 11 | 2017 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
ES-266 Afonso Claudio — ES 11 | 2017 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
ES-267 Afonso Claudio — ES 11 | 2017 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
ES-268 Afonso Claudio — ES 11 | 2017 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
ES-269 | Venda Nova do Imigrante — ES | 11 | 2017 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
ES-271 | Venda Nova do Imigrante — ES | 11 | 2017 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
ES-272 | Venda Nova do Imigrante — ES | 11 | 2017 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
ES-273 | Venda Nova do Imigrante — ES | 11 | 2017 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
ES-276 | Venda Novado Imigrante —ES | 11 | 2017 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
ES-280 | Venda Nova do Imigrante — ES | 11 | 2017 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
ES-281 Domingos Martins — ES 12 | 2017 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
ES-282 Domingos Martins — ES 12 | 2017 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
ES-285 Domingos Martins — ES 3 |2018 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
ES-286 Domingos Martins — ES 3 |2018 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
ES-287 Domingos Martins — ES 3 |2018 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
ES-288 Domingos Martins — ES 3 |2018 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
ES-289 Domingos Martins — ES 3 |2018 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
ES-290 Domingos Martins — ES 3 |2018 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
ES-291 Domingos Martins — ES 3 |2018 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
ES-292 Domingos Martins — ES 3 |2018 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
MINAS GERAIS
MG-370 Coimbra - MG 11 | 2014 Tomato severe rugose virus 99.2% | KC706619
MG-371 Coimbra — MG 11 | 2014 Tomato severe rugose virus
MG-388 Vigosa— MG 10 | 2015 Tomato severe rugose virus 87.0% | JX415198
MG-390 Baldim — MG 12 | 2015 Tomato mottle leaf curl virus 99.0% | KC706616
MG-391 Baldim — MG 12 | 2015 Tomato mottle leaf curl virus 90.0% | KC706616
MG-394 Caratinga— MG 3 |2016 | Tomatocommon mosaic virus 99.0% | KC706579
MG-395 Caratinga — MG 3 | 2016 | Tomato common mosaic virus 99.0% | KC706579
MG-396 Caratinga — MG 3 |2016 | Tomatocommon mosaic virus 99.0% | KC706579
MG-397 Caratinga — MG 3 |2016 | Tomato common mosaic virus 99.0% | KC706579
MG-398 Caratinga— MG 3 |2016 | Tomatocommon mosaic virus 99.0% | KC706579
MG-400 Caratinga — MG 3 |2016 | Tomatocommon mosaic virus 99.0% | KC706579
MG-401 Caratinga — MG 3 | 2016 | Tomato common mosaic virus 99.0% | KC706579
MG-404 Baldim — MG 4 | 2016 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
MG-406 Baldim — MG 4 | 2016 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
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MG-408 Barbacena — MG 3 | 2017 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
MG-409 Barbacena — MG 3 |2017 Tomato severe rugose virus 98.0% | JX415196
MG-412 Caratinga — MG 8 |2018 | Tomato common mosaic virus 99.0% | KC706579
MG-413 Caratinga — MG 8 |2018 | Tomato common mosaic virus 99.0% | KC706579
MG-414 Caratinga — MG 8 |2018 | Tomato common mosaic virus 99.0% | KC706579
MG-416 Caratinga — MG 8 [2018 | Tomato common mosaic virus 99.0% | KC706579
MG-417 Caratinga — MG 8 |2018 | Tomato common mosaic virus 99.0% | KC706579
MG-418 Caratinga — MG 8 |2018 | Tomato common mosaic virus 99.0% | KC706579
MG-419 Caratinga — MG 8 [2018 | Tomato common mosaic virus 99.0% | KC706579
MG-420 Caratinga — MG 8 |2018 | Tomato common mosaic virus 99.0% | KC706579
MG-421 Caratinga — MG 8 |2018 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
MG-422 Caratinga — MG 8 |2018 | Tomato common mosaic virus 99.0% | KC706579
MG-423 Caratinga — MG 8 |2018 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
MG-424 Caratinga — MG 8 [2018 | Tomato common mosaic virus 99.0% | KC706579
MG-425 Caratinga — MG 8 |2018 | Tomato common mosaic virus 99.0% | KC706579
MG-426 Caratinga — MG 8 [2018 | Tomato common mosaic virus 99.0% | KC706579
MG-428 Caratinga — MG 8 |2018 | Tomato common mosaic virus 99.0% | KC706579
MG-429 Caratinga — MG 8 [2018 | Tomato common mosaic virus 99.0% | KC706579
MG-430 Caratinga — MG 8 |2018 | Tomato common mosaic virus 99.0% | KC706579
MG-431 Caratinga — MG 8 |2018 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
R10 DE JANEIRO
RJ-001 Paty do Alferes — RJ 7 | 2006 | Tomatocommon mosaic virus 99.8% | KC706585
RJ-003 Paty do Alferes — RJ 7 | 2006 | Tomato interveinal chlorosis virus | 90.3% | JF803252
RJ-006 Paty do Alferes — RJ 7 | 2006 | Tomato common mosaic virus 98.4% | KC706589
RJ-007 Paty do Alferes — RJ 7 |2006 | Tomatocommon mosaic virus 99.9% | KC706585
RJ-008 Paty do Alferes — RJ 7 | 2006 | Tomato common mosaic virus 99.6% | KC706589
RJ-009 Paty do Alferes — RJ 7 | 2006 | Tomato common mosaic virus 99.5% | KC706589
RJ-015 Séo José do Ub4d — RJ 7 | 2006 | Tomato interveinal chlorosis virus | 92.4% | JF803253
RJ-016 Sé&o José do Ubd — RJ 7 | 2006 Sida yellow net virus 96.4% | JX871376
RJ-017 Séo José do Ub4d — RJ 7 | 2006 | Tomato interveinal chlorosis virus | 92.8% | JF803253
RJ-018 Sé&o José do Uba — RJ 7 | 2006 Sida yellow net virus 98.1% | JX871376
RJ-019 Séo José do Ub4d — RJ 7 | 2006 | Tomato interveinal chlorosis virus | 92.3% | JF803253
RJ-020 Séo José do Ub4d — RJ 7 | 2006 | Tomato interveinal chlorosis virus | 92.5% | JF803253
RJ-021 Séo José do Uba — RJ 6 | 2006 | Tomato interveinal chlorosis virus | 91.0% | JF803253
RJ-022 Séo José do Ub4d — RJ 6 | 2006 | Tomato interveinal chlorosis virus | 92.0% | JF803253
RJ-023 Séo José do Uba - RJ 6 | 2006 | Tomato interveinal chlorosis virus | 92.0% | JF803253
RJ-025 Cambuci - RJ 7 |2010 Tomato severe rugose virus 99.2% | KC004069
RJ-026 Cambuci — RJ 7 | 2010 Tomato severe rugose virus 98.6% | KC706619
RJ-027 Cambuci — RJ 7 | 2010 Tomato severe rugose virus 99.1% | KC706619
RJ-028 Cambuci — RJ 7 |2010 Sida yellow net virus 96.8% | JX871376
RJ-029 Cambuci — RJ 7 | 2010 | Tomato interveinal chlorosis virus | 92.1% | JF803253
RJ-030 Cambuci - RJ 7 |2010 Tomato severe rugose virus 96.0% | EU600238
RJ-031 Cambuci — RJ 7 | 2010 Tomato mottle leaf curl virus 95.9% | JF803251
RJ-032 Cambuci — RJ 7 | 2010 | Tomato interveinal chlorosis virus | 93.5% | JF803253
RJ-035 Aperibé - RJ 7 |2015 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
RJ-036 Aperibé — RJ 7 | 2015 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
RJ-037 Aperibé - RJ 7 |2015 Tomato severe rugose virus 98.0% | JX415196
RJ-038 Aperibé — RJ 7 | 2015 Tomato severe rugose virus 96.0% | JX415196
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RJ-039 Aperibé — RJ 7 | 2015 Tomato severe rugose virus 98.0% | JX415196
RJ-040 Aperibé — RJ 7 | 2015 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
RJ-041 Paty do Alferes — RJ 10 | 2015 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
RJ-042 Paty do Alferes — RJ 10 | 2015 | Tomato common mosaic virus 92.0% | KC706585
RJ-044 Paty do Alferes — RJ 10 | 2015 Tomato severe rugose virus 97.0% | JX415196
RJ-046 Paty do Alferes — RJ 10 | 2015 | Tomato common mosaic virus 98.0% | KT203558
RJ-047 Paty do Alferes — RJ 10 | 2015 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
RJ-048 Paty do Alferes — RJ 10 | 2015 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
RJ-051 Paty do Alferes — RJ 10 | 2015 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
RJ-052 Paty do Alferes — RJ 10 | 2015 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
RJ-053 Paty do Alferes — RJ 10 | 2015 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
RJ-054 Vassouras — RJ 3 | 2016 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
RJ-057 Trajano de Moraes — RJ 3 |2016 | Tomato common mosaic virus 98.0% | KC706585
RJ-058 Trajano de Moraes — RJ 3 |2016 | Tomatocommon mosaic virus 98.0% | KC706585
RJ-059 Trajano de Moraes — RJ 3 |2016 | Tomatocommon mosaic virus 96.0% | KC706575
RJ-060 Trajano de Moraes — RJ 3 |2016 | Tomato common mosaic virus 92.0% | KC706585
RJ-061 Trajano de Moraes — RJ 3 | 2016 | Tomatocommon mosaic virus 97.0% | KC706575
RJ-062 Trajano de Moraes — RJ 3 |2016 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
RJ-063 Trajano de Moraes — RJ 3 | 2016 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
RJ-064 Trajano de Moraes — RJ 3 | 2016 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
RJ-065 Trajano de Moraes — RJ 3 |2016 | Tomato common mosaic virus 92.0% | KC706585
RJ-066 Trajano de Moraes — RJ 3 |2016 | Tomatocommon mosaic virus 97.0% | KC706575
RJ-067 Trajano de Moraes — RJ 3 |2016 | Tomatocommon mosaic virus 98.0% | KC706585
RJ-069 Trajano de Moraes — RJ 3 |2016 | Tomato common mosaic virus 98.0% | KC706585
RJ-070 Trajano de Moraes — RJ 3 |2016 | Tomatocommon mosaic virus 95.0% | KC706585
RJ-071 Trajano de Moraes — RJ 3 |2016 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
RJ-072 Trajano de Moraes — RJ 3 |2016 | Tomato common mosaic virus 97.0% | KC706585
RJ-073 Trajano de Moraes — RJ 3 |2016 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
RJ-075 Barra Alegre — RJ 3 | 2016 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
RJ-076 Vassouras — RJ 6 |2016 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
RJ-077 Vassouras — RJ 6 | 2016 Sida common mosaic virus 95.0% | JX871372
RJ-078 Vassouras — RJ 6 |2016 Tomato severe rugose virus 99.0% | JF803261
RJ-079 Vassouras — RJ 6 |2016 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
RJ-080 Vassouras — RJ 6 |2016 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
RJ-082 Vassouras — RJ 6 |2016 Sida common mosaic virus 95.0% | JX871372
RJ-083 Vassouras — RJ 6 |2016 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
RJ-085 Vassouras — RJ 6 |2016 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
RJ-086 Vassouras — RJ 6 |2016 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
RJ-088 Vassouras — RJ 6 |2016 Tomato severe rugose virus 99.0% | JX415196
RJ-089 Bom Jardim - RJ 8 |2016 Tomato severe rugose virus 98.0% | EU600238
RJ-090 Bom Jardim — RJ 8 | 2016 Tomato severe rugose virus 97.0% | EU600238
RJ-091 Bom Jardim - RJ 8 |2016 Tomato severe rugose virus 98.0% | EU600238
RJ-092 Bom Jardim — RJ 8 | 2016 Tomato severe rugose virus 98.0% | EU600238
RJ-093 Bom Jardim — RJ 8 | 2016 Tomato severe rugose virus 98.0% | EU600238
RJ-094 Bom Jardim - RJ 8 |2016 Tomato severe rugose virus 98.0% | EU600238
RJ-095 Bom Jardim — RJ 8 | 2016 Tomato severe rugose virus 98.0% | EU600238
RJ-097 Bom Jardim - RJ 8 |2016 Tomato severe rugose virus 99.0% | EU600238
RJ-098 Bom Jardim — RJ 8 | 2016 Tomato severe rugose virus 99.0% | EU600238
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| RI-099 |

Paty do Alferes — RJ

| 9 |2016]

Tomato severe rugose virus

| 99.0% | EU600238 |

ANEXO 2 — Lista de amostras foliares (= isolados) analisadas para avaliacdo da presenca do
gene/locus de resisténcia Ty-1 em plantas de tomateiro amostradas nos estados do ES (A), MG

(B) e RJ (C).
Isolado ‘ Ano ‘ Ty-1 Isolado | Ano Ty-1 Isolado | Ano Ty-1
ESPIRITO SANTO ES-172 | 2016 | Heterozigoto | MG-420 | 2018 | Heterozigoto
ES-034 | 2012| HOMOZIQO0 | g 175 | 5gqg | HOMOZIGOLO |\, 155 | 5018 | Heterozigoto
Suscetivel Suscetivel
ES-051 |2012| Homozigoto | o 17, | ogqg| HOMOZIGOWO |\, 4ol 5018 | Heterozigoto
Suscetivel Suscetivel
ES-052 |2012| Homozigoto | po i75 | ogqg| HOMOZIGOWO |\, 4ol 5018 | Heterozigoto
Suscetivel Suscetivel
ES-053 |2012| Homozigoto | o 105 | 5016 | Heterozigoto | MG-428 | 2018 | Heterozigoto
Suscetivel
ES-064 | 2012 Homoz[goto ES-181 | 2016 | Heterozigoto | MG-429 | 2018 | Heterozigoto
Suscetivel
Homozigoto . .
ES-065 | 2012 Suscetivel ES-182 | 2016 | Heterozigoto | MG-430 | 2018 | Heterozigoto
ES-067 |2012| HOMOZIGOW0 | o 105 | 5016 | Heterozigoto RIO DE JANEIRO
Suscetivel
ES-068 | 2012 | HOMOZIGOW | o 10/ | 5016 | Heterozigoto | RJ-001 | 2006 | Homozigoto
Suscetivel Suscetivel
ES-069 [2012| HOMOZIGOIO | o yan | 5qg [ HOMOZIGOIO | s 5 | 5 | Homozigoto
Suscetivel Suscetivel Suscetivel
ES-070 [2012| HOMOZIGOIO | o yap | 5q [ HOMOZIGOIO | o, 1y | 5 | HoOmozigoto
Suscetivel Suscetivel Suscetivel
ES-071 [2012| HOMOZIGOWO | o ya7 | 5qg [ HOMOZIGOIO | oy 0 | 5 | Homozigoto
Suscetivel Suscetivel Suscetivel
ES-078 | 2012 Hom02|,goto ES-188 | 2016 Hom02|,goto RJ-009 | 2006 Homoz[goto
Suscetivel Suscetivel Suscetivel
ES-079 | 2012 Hom02|,got0 ES-189 | 2016 H0m02|,goto RJ-015 | 2006 Homoz[goto
Suscetivel Suscetivel Suscetivel
ES-080 | 2012 Hom02|,goto ES-190 | 2016 H0m02|,goto RJ-016 | 2006 Homoz[goto
Suscetivel Suscetivel Suscetivel
ES-081 | 2012 Hom02|,got0 ES-191 | 2016 H0m02|,goto RJ-017 | 2006 Homoz[goto
Suscetivel Suscetivel Suscetivel
ES-082 | 2012 Hom02|,got0 ES-192 | 2016 H0m02|,goto RJ-018 | 2006 Homoz[goto
Suscetivel Suscetivel Suscetivel
Homozigoto Homozigoto Homozigoto
ES-083 | 2012 Suscetivel ES-193 | 2016 Suscetivel RJ-020 | 2006 Suscetivel
ES-084 [2012| HOMOZIOWO | o yqq | 5qg [ HOMOZIGOIO | oy ) | 5 | HOmoZIgoto
Suscetivel Suscetivel Suscetivel
ES-085 [2012| HOMOZIGOIO | o yq7 | 5qg [ HOMOZIGOIO | oy g | o | HOmoZigoto
Suscetivel Suscetivel Suscetivel
ES-086 [2012| HOMOZIGOIO | o jqq | 5q [ HOMOZIGOIO | o, hyg | 99 | Homozigoto
Suscetivel Suscetivel Suscetivel
ES-087 [2012| HOMOZIGOIO | o oy | 5q [ HOMOZIGOIO | o h5g | 99 | HoOmozigoto
Suscetivel Suscetivel Suscetivel
ES-088 [2012| HOMOZIGOWO | o oy | 5q | HOMOZIGOIO | oy ha | 9 | HoOmozigoto
Suscetivel Suscetivel Suscetivel
ES-089 | 2012 Homoz[goto ES-203 | 2016 Homoz[goto RJ-031 | 2010 Hom02|,goto
Suscetivel Suscetivel Suscetivel
ES-091 | 2012 Hom02|,goto ES-205 | 2017 Hom02|,goto RJ-032 | 2010 Homoz[goto
Suscetivel Suscetivel Suscetivel
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ES-002 | 2012| HOMOZIGOt0 | o a6 | 5gq7 | HOmoZIGOO | oy hon | 555 | Homozigoto

Suscetivel Suscetivel Suscetivel

ES-003 | 2012| HOMOZIGOWO | po »a | 5gq7 | HOmoZIGOO | oy 107 | 555 | Homozigoto

Suscetivel Suscetivel Suscetivel

ES-004 |2012| HOMOZIGOI0 | o o3y | 5017 | Heterozigoto | RI-038 | 2015 | Homozigoto

Suscetivel Suscetivel

ES-006 | 2012 | HOMOZIGOW | o 5y | 5017 |  Suscetivel | RJ-039 |2015| Homozigoto

Suscetivel Suscetivel

ES-097 |2012| HOMOZIGOW | o 533 | 5017 | Heterozigoto | RJ-040 | 2015 | Homozigoto

Suscetivel Suscetivel

ES-134 |2012| HOMOZIGOWO | o 53y 19017 | Heterozigoto | RJ-041 |2015| Homozigoto

Suscetivel Suscetivel

ES-135 | 2012 Hom02|,goto ES-235 | 2017 Hom02|,goto RJ-042 | 2015 Homoz[goto

Suscetivel Suscetivel Suscetivel

ES-136 [2012| HOMOZIGOIO | o ooy | 5q7 [ HOMOZIGOtO 1 s 1)) | 595 | Hlomozigoto

Suscetivel Suscetivel Resistente

ES-103 |2013| HOMOZIGOIO | o »ag | 5q7 [ HOMOZIGOtO | ) g | 595 | Homozigoto

Suscetivel Suscetivel Suscetivel

ES-106 [2013| HOMOZIOIO | o o/ | 5q7 [ HOMOZIGOtO | oy 17 | 55 | Homozigoto

Suscetivel Suscetivel Suscetivel

ES-107 | 2013| HOMOZIGOt0 | o oo | 5gq7 | HOmozIgQoto | oy e | 505 | Homozigoto

Suscetivel Suscetivel Suscetivel

ES-108 | 2013 | Heterozigoto ES-252 | 2017 Homoz[goto RJ-051 | 2015 | Heterozigoto
Suscetivel

ES-109 | 2013 | Heterozigoto ES-253 | 2017 Homoz[goto RJ-052 | 2015 | Heterozigoto
Suscetivel

ES-112 | 2013| HOMOZIQOO | oo 5oy | 5gq7 | HOMOZIGOWO | oy 5 | 5015 | Heterozigoto
Suscetivel Suscetivel

ES-113 | 2015 Hom02|,got0 ES-255 | 2017 H0m02|,goto RJ-054 | 2016 Homoz[goto

Suscetivel Suscetivel Suscetivel

ES-115 |2015| HOMOZIGOI0 | o oop | 5q7 [ HOMOZIGOtO | o oo | 59 | HoOmoZigoto

Suscetivel Suscetivel Suscetivel

ES-117 [2015| HOMOZIOWO | o »o7 | 5q7 [ HOMOZIGOtO | o, heg | 59 | HoOmoZigoto

Suscetivel Suscetivel Suscetivel

ES-118 [2015| HOMOZIGOWO | o oog | 5q7 [ HOMOZIGOIO | o, h5g | o | HOmoZIgoto

Suscetivel Suscetivel Suscetivel

ES-119 |2015| Heterozigoto | ES-260 | 2017 | HOMOZGO0 | oy g | 5016 | HOmoZigoto

Suscetivel Suscetivel

ES-120 |2015| HOMOZIGOWO | o ooy | 5q7 [ HOMOZIGOtO | oy ey | 99 | HoOmoZIgoto

Suscetivel Suscetivel Suscetivel

ES-121|2015| Heterozigoto | ES-262 | 2017 | HOMOZIGOI | py ey | 5pg | HOMOZIGOLO

Suscetivel Suscetivel

ES-124|2015| 1OMOZIGOI0 | g oy | ogp7 | HOMOZIGOIO 1 oy 555 | 5pg6 | FlOMOZIgOto

Suscetivel Suscetivel Suscetivel

ES-125 | 2015 Hom02|,goto ES-265 | 2017 Hom02|,goto RJ-064 | 2016 Homoz[goto

Suscetivel Suscetivel Suscetivel

ES-126 | 2015 Hom02|,goto ES-266 | 2017 Hom02|,goto RJ-065 | 2016 Homoz[goto

Suscetivel Suscetivel Suscetivel

ES-127 | 2015| 1OMOZIGOI0 | g o5y | ogp7 | HOMOZIGOIO | oy a6 | 5pg6 | FlOmOZIgoto

Suscetivel Suscetivel Suscetivel

Homozigoto Homozigoto Homozigoto

ES-128 | 2015 Suscetivel ES-268 | 2017 Suscetivel RJ-067 | 2016 Suscetivel

ES-129 |2015| HOMOZIGOIO | o oeg | 5q7 [ HOMOZIGOWO | ) heg | o9 | HoOMoZIgoto

Suscetivel Suscetivel Suscetivel

ES-130 [2015| HOMOZIGOWO | o oy | 5q7 [ HOMOZIGOtO | o h70 | 99 | HoOmoZIgoto

Suscetivel Suscetivel Suscetivel

ES-131 [2015| HOMOZIGOWO | o oy | 5q7 [ HOMOZIGOIO | oy h7g | 99 | HoOMOZIgoto

Suscetivel Suscetivel Suscetivel
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Homozigoto . i Homozigoto
ES-132 | 2015 Suscetivel ES-280 | 2017 | Heterozigoto | RJ-072 | 2016 Suscetivel
Homozigoto i Homozigoto i Homozigoto
ES-133 12015 Suscetivel ES-282 | 2017 Suscetivel RJ-073 | 2016 Suscetivel
Homozigoto i Homozigoto i Homozigoto
ES-138 1 2016 Suscetivel ES-285 | 2018 Suscetivel RJ-076 | 2016 Suscetivel
. Homozigoto Homozigoto
ES-142 | 2016 | Heterozigoto ES-286 | 2018 Suscetivel RJ-077 | 2016 Suscetivel
Homozigoto i Homozigoto i .
ES-143 | 2016 Suscetivel ES-287 | 2018 Suscetivel RJ-078 | 2016 | Heterozigoto
Homozigoto i Homozigoto i Homozigoto
ES-14512016 Suscetivel ES-288 | 2018 Suscetivel RJ-079 | 2016 Suscetivel
. Homozigoto Homozigoto
ES-146 | 2016 | Heterozigoto ES-289 | 2018 Suscetivel RJ-080 | 2016 Suscetivel
Homozigoto i Homozigoto i Homozigoto
ES-14712016 Suscetivel ES-290 | 2018 Suscetivel RJ-082 | 2016 Suscetivel
Homozigoto i Homozigoto i Homozigoto
ES-148 12016 Suscetivel ES-291 | 2018 Suscetivel RJ-083 | 2016 Suscetivel
. Homozigoto Homozigoto
ES-154 | 2016 | Heterozigoto ES-292 | 2018 Suscetivel RJ-085 | 2016 Suscetivel
. Homozigoto
ES-155 (2016 | Heterozigoto MINAS GERAIS RJ-086 | 2016 Suscetivel
. . Homozigoto
ES-158 [ 2016 | Heterozigoto | MG-371 | 2014 | Heterozigoto | RJ-088 | 2016 Suscetivel
. Homozigoto Homozigoto
ES-159 [ 2016 | Heterozigoto | MG-388 | 2015 Suscetivel RJ-089 | 2016 Suscetivel
. Homozigoto Homozigoto
ES-160 [ 2016 | Heterozigoto | MG-391 | 2015 Suscetivel RJ-090 | 2016 Suscetivel
ES-161 | 2016 | Heterozigoto | MG-396 | 2016 | Heterozigoto | RJ-091 | 2016 | Heterozigoto
ES-162 | 2016 Hom02|,goto MG-397 | 2016 | Heterozigoto | RJ-092 | 2016 | Heterozigoto
Suscetivel
Homozigoto . i Homozigoto
ES-163 | 2016 Suscetivel MG-398 | 2016 | Heterozigoto | RJ-093 | 2016 Suscetivel
Homozigoto Homozigoto i .
ES-164 | 2016 Suscetivel MG-409 | 2017 Suscetivel RJ-094 | 2016 | Heterozigoto
ES-165 | 2016 Hom02|,goto MG-412 | 2018 | Heterozigoto | RJ-095 | 2016 | Heterozigoto
Suscetivel
ES-166 | 2016 | 1OMOZIGO0 | i 1141 2018 | Heterozigoto | RJ-097 | 2016 | Heterozigoto
Suscetivel
ES-167 | 2016 | Heterozigoto | MG-416 | 2018 | Heterozigoto | RJ-098 | 2016 | Heterozigoto
ES-168 | 2016 Homoz[goto MG-417 | 2018 | Heterozigoto | RJ-099 | 2016 | Heterozigoto
Suscetivel
ES-170 | 2016 | Heterozigoto | MG-418 | 2018 | Heterozigoto
ES-171|2016| Heterozigoto | MG-419 |2018 | Heterozigoto
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